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I.-INTRODUCCION 
.. 
. .. ; 
INTRODUCCION. 
I. Consideraci6n hist6rica. 
Las transformaciones bacterianas de compuestos 
org~nicos han sido conocidas, emp!ricamente, desde los 
inicios de la historia humana. En cuanto las civilizacio 
nes primitivas fueron avanzando en su conocimiento de la 
Naturaleza, comenzaron a practicar la fermentaci6n de di 
versos frutos, granos y leche, para obtener otras sustan 
cias derivadas de ellos, que utilizaron en la alimenta-
ci6n,etc. Hay evidencias de la producci6n de vin~s, de~ 
de el afio 3.000 a. c., segun se encontr6 en las excava-
ciones en Lachisch y otros lugares. · · · 
La aplicaci6n racional.de estas primitivas t~c 
nicas comenz6, solamente, cuando se conocieron los funda 
mentos cient!-ficos de las t~cnl:cas.de Qu!mica Org~nica y 
Microbiolog!a. Los primeros conocimie~t~s ob~enidos _pe£ 
mitieron a Pasteur en 1857 desarrollar sus estudios so 
. bre la fermentaci6n· del azt1car a .~cido l~ctico y etanol. 
E~te investigador, elucid6 por primera vez, el concepto 
de que especies individuales de microorganismos eran re~ 
ponsables de la alteraci6n qu!mica de determinadas sus-
tancias. Estos experimentos y·su.publicaci6n,_ sefial6 el 
nacimiento de la microbiolog!a de las fermentaciones. 
~ 
;.l. 
., 
Despu~s de Pasteur y hasta el final del siglo 
XIX, se efe~tuaron pocos estudios sobre ~~-Aplicaci6n de 
/ ,,. 
- /' ·~ /' los microorganismos en la Quimica Organ,ica. En ).os comien 
.:::- .r ,... "' -
zos del afio 1869, Bertrand, efectu6 ~apstivos ,~~tudios 
I ~- \ . t 
los procesos oxidativos que resultab ~,·d~ la acq~4n del 
(/'*, ~ . ..._.,:· . ' . . 
Acetobacter xylinum sobre una serie de·:' ~~ho} .~ 'polih! -
'·~-I, •. I~ / ·-~~.·· ~ 
dricos, estableciendo el siguiente esquema: 
CH2- OH I 
CH2- OH I . 
/ H-C- OH c=o 
I I. 
(H-C -OH)n (H- C-OH)n 
I I . 
. CH2 - OH CH2-0H 
Estos hechos condujeron a la "regla de Bertrand" 
que dec!a que un par d~ grupos hidroxilos secundarios, en 
·posici6n cis, establec!an las condiciones. necesarias para 
que la oxidaci6n tuviese lugar .. Esta reacci6n tuvo gran 
importancia, ya que permiti6 la conversi6n de sorbitol a 
1- sorbosa, un producto intermedio en la obtenci6n de ·la 
vltamina c. Tambi~n la dihidroxiacetona, utilizada en cos 
m~tica, puede ser obtenida en es~ala .comercial por esta 
v!a mediante el Acetobacter suboxydans. 
Siguiendo los trabajos de Bertrand, Lintner y 
von Liebig, encontraron que las levaduras fermentatfvas , 
reduc!an el furfural al furfural. Neuberg y su escuela ex 
ploraron la utilizaci6n de levaduras en la fermentaci6n 
de sustratos muy diversos. Sus estudios fueron recopila -
dos por Fischer (1948~ y Stodola :1958~ . 
:' / 
Los sustratos esteroides .._._lJe'tOri'-r\;~ilizados por 
primera vez en .1937 por Mamoli y ~rion~:~ ue continua 
ron los trabajos de la escuela d ;,:l'lt\_uberg .~ Els os invest! 
gadores demostraron que las levad~4,:ferfu~~~dtivas pue -
den ser usadas para reducir los 17-~ides a 17 fo-
hidroxiesteroides. Este metoda es un paso importante en la 
s!ntesis de la hormona masculina, testoterona: 
. . 
As! como la hormona femenina, estradiol,pero que 
es obtenida por otros metodos qu!micos m~s.convenientes. 
I. 
De la misma forma, utilizando cultivos impuros 
. . 
de levaduras, Mamoli y Vercellone, descubrieron la secue~ 
cia de las reacciones de oxidaci6n-isomerizaci6n atribui-
das anteriormente ala acci6n·de contaminantes bacteria·-
nos. Una transformaci6n dernostrativa de.este tipo, es la 
conversi6n de 3p-21-dihidroxi-5-pregnen-20-ona, 21 acet~ 
to, a deoxicorticosterona, por Corynebacterium mediolanum. 
·Schering,en los Estados Unidos,utiliza un proaeso simi-
lar para la obtenci6n de la Sustancia S de Reichstein,17~ 
-21-dihidroxi-4-pregnen-3,20 diana. 
0 
II 
CH 20CCH3 ~=o 
HO .. 0 
Considerar, pues, a Mamoli.como el pionero de 
.·la aplicaci6n de los m~todos microbiol6gicos a la qu!mica 
de los esteroides, es lo 16gico, habiendo sido estos tra-
bajos efectuados muy poco tiempo despu~s de aclarada la 
estructura qu!rnica de estas sustancias •. · 
Durante el per!odo de 1940 a 1949, decreci6 el 
inter~s por la transformaci6n rnicrobio16gica de los este-
roides, al irse descubriendo m~todos qu!micos para su ob 
tenci6n. No obstante,pronto se comprob6 la limitaci6n de 
estas t~cnicas que perrnit!an la·obtenci6n de compuestos y 
transformaciones, que, o bien eran dif!ciles o practica -
mente imposible de obtener de· forma qu!mica, .o que preseg_ 
taban ventajas econ6micas considerables, utilizand~ las 
transformaciones microbiol6gicas,·estando actualrnente es 
tas t~cnicas en primera l!nea de actualidad. 
I.l. Transforrnaci6n Microbiol6gica de esteroides. 
El descubrimiento ·de las posibilidades terap~~ 
ticas de la cortisona en la artritis reurnatoide, polari-
z6 el inter~s de los ~nvestigadores hacia la obtenci6n 
masiva de esta sustancia, mediante t~cnicas sint~ticas , 
que abaratasen su preparaci6n. Sarett y otros, estuvie • 
ron trabajando en la s!ntesis parcial de ias sustancias 
adrenocorticales y, en 1.946, consigu~6 la primera. s!nt~ 
sis total de la cortisona. La cortisona utilizada en >: el 
experimento de Hench y Kendall, (1950;, fue preparada por 
los laboratories Merck bas~ndose en los rn~todos sint~ti­
cos elaborados- por Farett y Kendall y sus colaboradores. 
Como es bien.sabido, Hendh, Kendall y Reichstein, obtu-
vieron el premia Nobel por el.descub~imiento de las.p6si 
bilidades terap~uticas del acetate de cottisona en la· · 
a·rtritis reurnatoide. 
El punta de partida de Sarett' y Kendall para 
la s!ntesis de esta sustancia fue el ~cido deoxic6lico, 
que era obtenido a partir de la bilis bovina. Uno de los. 
puntas fundarnentales·era la introducci6n del ~tomo de 
ox!geno 11. 
Cuando Merck, en 1949 y Schering en 1951, come!!_ 
zaron a fabricar cortisona a partir del ~cido desoxic6li-
co, Peterson y Murray, bioqu!mico y micr !O de la 
\). 4/:} 
~ 'A 
cornpafi!a Upjohn, descubrieron que era . ' ~~ ~ intro-
ducci6n del ox!geno en 11 mediante la .J:{6n de~\ ~ roor-
ganismo. Ellos · fueron continuadoreS ·de \~·':·~SQ.Ye'~~?~ Mamo 
' ,-. • .~ I 1 i . - ' ' i n: ~ ,._. ./ 
...... ~
!.1.1. Prirneras hidroxilaciones. 
En 1950, Peterson y Murray 9bservaron la prime-
ra 11-hidroxilaci6n por rnicroorganisrnos, concreta~ente la 
11 o< -hidroxilaci6n de la progesterona por el hongo Rhizo-
pus arrhizus. Poco despues se comprob6 que el Rhizopus n£ 
gricans producia, con un gran rendimiento, esta misma hi-
.,, .. ' 
droxilaci6n. 
La importancia del·descubrimiento de estos auto 
res puede decirla el heche de que abri6 .unas nuevas per~ 
pectivas en la tecnolog!a de la -producci6n de estas hor-
~onas adrenocorticales y, eventualmente, en sus an§logos 
·sint~ticos. Se introdujo el ernpleo de bongos, todav!a in-
explorados como fuente de enzimas, en las transforrnacio -
nes microbiol6gicas. 
Colingsworth, Brunner y Haines, en 1952, tarn 
bien pertenecientes al equipo de la compafi!a Upjohn, de~ 
cubrieron la 11p-hidroxilaci6n del Compuesto S con el ac 
tinomiceto Streptomyces 
de una segunda clase de 
importancia comercial. 
0 
Tambien se interesaron por estos trabajos Perl-
man, Titus y Fried de Squibb. Independientemente descubr~e 
ron la 16 C( -hidroxilaci6n de la progesterona con un acti 
. nomiceto streptomyces argenteclus.· Cuando fue descrita la 
actividad antiinflamatoria de ·1a triamcinolona par Berns-
. . . . 
tein en 1956, se comprob6 la importancia·considerable 
que ten!a este descubrimiento. <Bernstein, 1956, Thoma y 
col. , 19 57·. • Fried y sus colaboradores · tarnbi~n hab!an de~ 
cubierto en sus primeros trabajos la. 11~~hidroxilaci6n 
par el Aspergillus niger~ 
. I .1. 2. Primer as deshidrogenacion·es. 
Uno de los primeros trabajos efectuados por No-
bile fue el tratarniento del diacetato de cortisona con Co 
rynebacterium sirnplex,quiz~ intentando.repetir la expe 
riencia de Mamoli con Corynebacterium mediolanum, quien 
hab!a demostr~do la presencia de una esterasa, pero el 
producto obtenido, no fue hidrocortisona. ~ la 
.,.~ -'~-? 
acci6n de este microorganismo con otros ~strato~1,. 
l) ' ~ 
comprob6 que efectuaba una deshidrogena~'6n en 1'k6 
actividad fundamental con la Sustanica i·,.·He~?;0g.;l962, 
....... ~­
' . '>~I. ,. \.· .. Nobile, 1955 . ·Fig. I .l.a. '·---... ~~~~;-. 
La reacci6n microbiana de deshidrogenaci6n en 
l.no era nueva, ya que hab!a sido descrita por Fried en 
1953. Vischer y Wettstein tambi~n hab!an observado esta 
deshidrogenaci6n :vischer, 1953~ , pero con· una degrad~ 
·ci6n simult~nea de la cadena laterql, por lo que· el de~ 
cubrimiento de la posibilidad de deshidrogenaci6n en 1 
sin alterar la cadena ~~teral, s! fue un paso importan-
te en la preparaci6n de an~logos de la cortisona·e hi-
drocortisona, que llevaron a la prednisona y prednisolo 
na, respectivamente, que se revelaron. ·m~s potentes . far-
macol6gicamente en el tratamiento de la a·rtritis reuma-
toide. Fig. I.l.b. 
Usando t~cnicas de fermentaci6n, la Schering 
Corporation, comenz6 la fapricaci6n de prednisona y pr~d 
nisolona desde 1955. 
Otros investigadores continuaron este camino, 
.Fig.I.l.a.-Deshidrogenaci6n en 1 de la Sustancia S de 
Reichstein par Arthrobacter simplex 
Fig.I~l.b.-Deshidrogenaci6n en 1 descrita par Fried 
en 1.953,mediante S.lavandulae 
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hacia la obtenci6n, mediante el empleo de microorganis -
mos, de derivados de las hormonas adrenocorticales. La 
triamcinolona, cuya preparaci6n y propieda~~, n de~ 
, .,..~ "'.~ 
i f... '" critas por Bernstein y sus colaboradores.tcl:el~p;""~ de 
I >c) ,. ~ \. 
investigaci6n de Lederle en 1956, fue el~l ~rfm.er a .. ~.f~t;, 
\\ \ ·.•·!:: 
antiinflamatorio en cuya estructura hab ,un,·-4.tc;;fnq:.·de 
'• ·~·~:''•v: ... \ . 
. .., ' ~ "~ 
Fluor en la posici6n 9, descubierto por Fried~y~9.~o en 
1954. No obstante, no era lo. suficient~mente potente la 
actividad de retenci6n de sales, por la presencia del ha 
16geno, as! como la insaturaci6n _en la posici6n.l.Berns-
tein pens6 que la presencia del grupo hidroxilo en 16 
~loqueaba la retenci6n de sales, por lo que intr~dujo, 
· · quimicamente, este grupo en sus primeras experiencias. 
Perlman, Titus y Fried, asi cc;:>mo Thoma y Fr1ed, introdu-
jeron las tecnicas microbiol6gicas para la formaci6n .de 
. . . 
este 9rupo con lo que, actualmente; se emplea la 9 ()( -fluo 
rocinolona, mediante la tecnica d~ F~i~d y Fabo, con· la 
hidroxilaci6n en 16 mediante el empleo de.microorganis_-
mos. 
1.1.3. Obtenci6n de corticosteroides naturales o 
sint~ticos. 
Actualmente, muchos corticosteroides son obte-
nidos mediante el empleo de microorganismos en alguna 
-parte del proceso industrial. As! la parametasona y la 
fluocinolona requieren la introducci6n de un hidr6xilo 
en 11 mediante el empleo de microorganismos. La dexame 
tasona y la betametasona se obtienen, ~n el concurso, 
tecnicas microbiol6gicas, a partir del ~cido desoxic6-
lico y de la hecogenina. 
Los microorganismos tuvieron un importante 
papel en el descubrimiento de la 1 -dehidrometiltesto-
na, importante agente anab6lico. Fue prepa~ada, en pri 
mer lugar, por Nobile mediante el empleo de Corynebac-
terium simplex a partir de la metiltestoterona, e, in-
dependientemente, por Vischer,· Meystre y Wettstein 
~1955). 
I.1.4. Nuevas perspectivas en este campo. 
····· . 
Un impulse notable en este campo de aplica -
ciones fue dado po~ Sih ~ sus colabor~dores, en el cu~ 
so de sus investigaciones sobre la degra~aci6n micro -
~iol6gica de esteroides. Sih observ6 que la estrona 'Y-
el estradiol eran resistentes al ataque de Nocardia 
.restrictus, aunque este hongo era capaz de utilizar el 
colesterol como unica fuente de carbono (1965) • Pens6 
que la actividad pod!a estar dirigida ·hacia· la degrad~ 
ci6n de la cadena lateral convirtiendo al colesterol 
en un 17 cetoesteroide, seguida por una aromatizaci6n 
del· anillo A, dando lugar a la formaci6n de estrona. En 
los primeros trabajos publicados (1965), Sih y Wang, ob 
ten.! an un rendimiento del 8% de estrona pyr~ lW: ·,, i6n 
',c.," 4~' 
deN. restrictus. Fig. I.2.a. ~~~~~~~. 
En experiencias posteriores, ~rru\ian~~!}el! us 
trato 19-hidrox.icolesterol, 3-acetcito, y d~~~{a~~~eg: 
'/ ~' -
'-.iRtA ... .: 
ron a obtener un rendimiento del 72%. Fig. I~ 
' I 
,· Posteriormente, Sih y muchos otros investiga-
dares, han demostrado que numerosas especies microbia 
nas , v. gr., Pseudomonas, Mycobacterium, Corynebacte-
rium, Proactinomyces, etc., son capaces de utilizar el 
colesterol como unica fuente de carbone. Es razonable 
pensar que muchas especies de estos g~neros pueden ser 
utilizados en el futuro en la obtenci6n· ·d·e estrona. Sih 
tambi~n demostr6 q~e an~ logos estructurales del celeste· ·· 
rol como el fo-sitosterol, pueden actuar como fuentes. 
de carbona para Nocardia. Par analog!a con el caso del 
colesterol, el 19-hidrox~ 4- estigmasterol podr!a ser u 
sado en la preparaci6n de estrona. La importancia de es 
te heche reside en que su obtenci6n, a partir de plan -
tas, es mucho m~s econ6micas que el colesterol, con lo 
que se abaratar!a grandemente la preparaci6n de estrona. 
En _resumen, la microbiolog.!a aplicada en la 
Fig.I.2.a.-Obtenci6n de ls estrona a partir de 
19-hidrox~ 4-colesten-3~ona. 
Fig.I.2.b.-Obtenci6n de la estrona a partii de 
3 ·acetate de 19 hidroxi colesterol. 
0 
Estrona 
Estrona 
.... 
.. : 
HO 
(1) Ac20 .. 
(2) H+, NBA 
Estrona Zn 
A cO 
qu~mica de los esteroides ha resultado ser una contribu 
ci6n de primera importancia en la tecnolog~a, en la Me-
dicina y en la Ciencia. Los pioneros , /~<j; !a, Mu -
• 't-<) "l~t\ 
rray, Peterson, Perlman, Fri~d, diera ,~"J.r,-n"}.~- ;ara 
la aplicaci6n de los microorganismos \sh (la s~·ti~e~fs de 
\ . ' . 
esteroides de aplicaci6n m~dica. Los estudios sobre la 
dinamica de estas s!ntesis, han aclarado~~.~ :·sin ntimero 
de aspectos de la qu!mica enzimatica. 
/ 
!.2. El papel de las enzirnas en las transformaciones mi 
crobianas. 
Las transformaciones mic~obio16gicas de este 
roides son una parte de una gran cantidad de raacciones 
de qu!mica organica catalizadas por enzimas.. La funci6n 
de los microorganismo.s es proporcio~a~. una fuente inag~ 
table de las enzimas requeridas y, en algunos casos,pr~ 
porcionar cofactores que acttian espec.!ficamente sabre 
los esteroides en presencia de las enzim~s, ~ contribu~ 
... 
yen a la regeneraci6n de la parte a~tiva de la enzima. 
Ei papel de las enzimas en estas reacciones ha sido pr£ 
bado, en varies casos, por el aislamiento de las enzi -
mas cristalizadas d~ las cepa~ microbianas y por la ac-
ci6n "in·vitro" sobre los esteroides de estos extractos 
;. 
enzi~ticos purificados. La transformaci6n obtenida me-
diante la acci6n del cultivo de microorganismos. 
\)f. F 
Hubener y colaboradores, 0, ai'lrl'aron la 20 f3 
.,.. , 
f .... : r-:-.~ r;. 
-hidroxi esteroide deshidrogenasa\Jpfrtir ~e Streptomr 
ces hydrogenans, que, incub~ndolo ~. ~~s~i~ ~e diver 
sos 20-cetoesteroides, daba lugar a '\w;re~diente 
20 h "d . t d' . t~t- t · fo- 1 rox1 compues o con ren 1m1en o 1u~or an e. 
\ 
Otra enzima que ha sido e~tudiada cristaliza-
da es la isomerasa de Kawara, y Wang t1960); Talalay, 
~1962~ ,una enzima inducida del Pseudomona testoteroni. 
En este caso, Malhotra y Ringold, 1965, han demostrado, 
·que la reacc i6n : 
era intracelular y que no se requer!an m~s re 
activos o cofactores. 
Un ejemplo interesante de·reacci6n end6gena , 
fue descrita por Gale y colaboradores, 1962, quienes d~ 
rnostraron que la vitamina K2 puede ser a!slada a partir 
del Bacillus sphaericus. ~stos invest1gadores e~contra­
ron que, en extractos libres de celular, en el sistema 
deshidrogenante en l procedente del Bacillus sphaericus 
utilizadaba como cofactor la vitamina K2. Sin embargo,T~ 
lalay, 1965, considera que el papel de la vitamina es de 
acept.or secundario de hidr6geno actuando como aceptor 
primario una flavina. 
La generaci6n de las formas oxidadas de las co 
enzimas o reactivos del NAD, flavina o vitamina K depen-
de, en ultima instancia, de ox1geno del aire,Para que 
tenga lugar una transformaci6n eficiente, el ox1geno de 
be tener un contacto !ntimo con el material celular para 
que pueda penetrar por difusi6n, al interior de las c~lu 
·las. La solubilidad del ox!geno en ~edio acuoso es limi-
tada, por lo· que se requiere, con·frecuencia, una airea-
ci6n o agitaci6n que m~~tenga la saturaci6n.en ox!geno 
del media l!quido. La agitaci6n de los matraces de cul-
tivo no ruele ser lo m~s apropiado, sino una agitaci6n 
mediante la entrada, burbujante, del·~iie en el interior 
de los frascos de cultivo. 
En resumen, el microorganismo puede ser elegr-· 
do en.raz6n de las enzimas o cofactores que aporte.En e~ 
te caso, solamente es necesario cultivarlo en un medio 
de cultivo apropiado en que tenga un buen crecimiento y 
en el que ·pueda secretar las enzimas y cofactores necesa 
rios, en cantidades convenientes y que puede ser testado 
con el esteroide en cuesti6n. El conocimiento de la natu 
raleza enzimatica de estas reacciones nos indica que he 
tnOS 
pH, 
pre coincide con el de las reacciones e 
est~ condi~ionado por la curva mi 
croorganismos empleados.· 
En algunos casas se ha comprobado que la pro -
ducci6n de enzimas est~ condicionada por la prese~cia de 
·esteroides, por ser estas inducida~ por su presencia, o 
. . 
de otros inductores, como comprobaron Murray y Sebek, 
.1959, y Koespsell, 196.2. , en el caso de Septomyxa affi -
nis, que produc!a su 1-deshidrogenasa en. presencia d~ 3 
-cetobisnor-4-colen-2~al. 
. . 
' ... 
Otros microorganismos son cultivados en un me 
dio libre de esteroides, se filtra y se separa la parte 
celular, luego se resuspende el material celular en agua 
a la cual se afiade el esteroide posteriormente. En este 
caso no hay inducci6n enzim§tica. La transformaci6n que 
se obtiene con estas eelulas,· parece ser el resultado de 
. . 
las enzimas sintetizadas en un per!odo de crecimierito 
temprano, anterior a la adi6i6ri de esteroides. 
Muchos microorganismos producen una gran varie 
dad de enzimas que condicionan diversas acciones trans -
. formantes sobre los esteroides, por lo que es necesario, 
en algunos casos, inhibir algunas de ella 1 u do condi 
') f:'.-1~ -
cion:an trans formaciones no deseadas. D . :'h~~t ey y 
I ·J f··. \ ~ 
Hlavac, 1955, encontraron que la 6 p., -h .~rtxilas, J;e As-
. \ ' ' I r pergillus ochraceus requiere zinc para u" formij.CiQh'. Cul 
"<~.'., ·----· ~~>-: 
tivando este microorganismo en ausencia o 6n1mi~eles ba 
:~_;;;;:;.·~ 
' jos de este i6n, conseguiremos inhibir la formaci6n de 
esta enzima sin dafiar la producci6n de su llp -hidroxila 
sa. Condicionamientos de este tipo han sido demostrados 
_para variados sistemas enzirn~ticos. 
Con lo que hasta el memento conocemos sobre es 
te tema, parece que las. transformaciones de esteroides , 
producidas en contacto con las c~lulas-microbianas inta£ 
tas, tienen lugar en su interior y no en el medio de cul 
tivo que la rodea. Parece ser que la t~lula microbiana , 
disuel ve algo del esteroide y lo incorpora a s_u interior 
donde tiene lugar el contacto con un ambien~extraordina 
riarnente rico en sistemas enzim~ticos. Las implicaciones 
pr~cticas que esto !leva consigo es que _el coeficiente 
de solubilidad y su difusi6n pueden llegar a ser facto -
res limitantes de estas transformaciones. Por ello,·. la 
adici6n de esteroides tiene que ser mediante el uso de 
solventes miscibles con el agua y que !levan el sustrato 
en forma micronizada a la c~lula microbiana, para que es 
ta pueda incorporarlo. 
I.2.1. Especificidad de las enzimas en las transfer 
maciones microbianas de esteroides. 
Otra consecuenca, de lo conocido hasta el'momen 
to sobre este tema, es que la acci6n de estas enzimas no 
es' muy especifica sabre el sustrato a_fiadido, lo que ex -
plica que muy diversas formas microbianas actuen sabre 
sustratos muy diferentes, produciendo transformaciones 
~n~logas, o bien que actuen diferentes bacterias sabre 
el mismo sustrato, con productos finales an~logos,lo que 
nos indica que tampoco ·hay una gran especificidad en 
cuapto a las especies microbianas por un sustrato deter-
minado. As! podemos ver como la· Sustancia S de Reichs . 
tein es a tacada por el Arthrobacter simp lex ATCC 69 "4 6 Is~ 
tter y col., 1957, por Bacillus sphaericus ATCC 7050,St£ 
udt · y col. 1 1955.1 por Pseudomonas decurihae ATCC 13261, r~ 
I 
cogiendo las revisiones de Iizuka y Naito, 1967 y Char -
ney y Herzog, 1967, hasta un total de 23 ·especies dife -
rentes, que !levan a cabo an~loga transformaci6n. 
De la misma forma, la cortisona puede ser ata-
cada por un nUffiero elevado tambien de especies bacteria 
nas y fung~ceas, que producen la misrna transformaci6n,la 
aparici6n de un doble enlace nuevo en .la posici6n ) .. ,rec2_ 
giendo en su revisi6n, Iizuka y Naito, 1967, y Charney y 
Harzog, 1967, hasta un total de 15 esp~/i;,'. ~ •..;-\ 
' • . (":\ •t .. ~ . 
Igualmente, y siguiendo las r,~·~(a~- ;~~\ ones 
. I ' t )"' \ ( ; \ 
citadas anteriormente de Iizuka y Nait~~_:( de c'tyii~/: y y 
\ -·- . ..,. .. ,.. ;;:- ' 
Herzog, .• encontramos el cort'isol. es \~tacado nos con que 
:r A , 
por un total de 22 especies rnicrobianas dist.ihtas produ-
ciendo id~ntica transformaci6n. 
Estes ejemplos son algunos de los m~s demos 
trativos de 1~ inespecificidad.de especie ~n lo ielacio-
nado con la transformaci6n microbiana de los esteroides. 
Un aspecto que no hemos vista reflejado en 
ninguno de los trabajos consult~do~,es si las enzimas 
que intervienen en la transforrnaci6n de los esteroides , 
corresponden a formas rnoleculares id~nticas o si estas 
formas son diferentes. Asi hemos yisto trabajos, como 
'los de Nesemann y col., 1960, Schmidt-Thorn~ y col.,l962, 
en que .a!slan una 20~-hidroxi-esteroide deshidrogenasa, 
a partir ¢le Streptomyces hidrogenans ,_ realizan su estu ... 
dio exhaustive, la din~mica de· su· producci6n segrtn los· 
grupos funcionales del sustrato, peo no hacen comparaci£ 
nes con otras especies microbianas que posean esta rnisma 
actividad, como Rhodotorula longissima, cepa Shering OFU 
N~ 2, que actua sobre la progesterona reduciendo el gru-
po ceto en 20 a un grupo OH, Change Idler, 1961, o.v., 
gr., con el Arthrobacter simplex, que actua sobre la 
Sustancia S de Reichstein con esta misma actividad, Su -
tter y col., 1957, entre otros muchos ejemplos. Es decir 
que no esttdian la identidad entre las enzimas encontra-
das en diferentes cepas microbianas, con la rnisrna activi 
dad transformante, si pertenecen a la misma forma molecu 
lar o si ~sta es diferente en alguna de las correspon ·-· 
.dientes especies. 
Por otro lado, hemos vista trabajos, como los 
de Penasse y Peyre, 1968, Penasse y Baulieu, _1968, en 
que obtienen una enzima transformante,.·la 3-0xo-esteroi~ 
I de~ -Oxido reductasa, a partir del Arthrobacter simplex 
y la comparan con las obtenidas a partir de otras espe -
cies microbianas, como Pseudomonas testoteroni, Nocardia 
restrictus, Bacillus sphaericus, Bacillus cyclooxidans, 
encontrando diferencias significativas entre ellas,prin-
cipalemente dentro de la inhibici6n de.su producci6n 
por algunos grupos funcionales de los sustratos emplea-
dos. 
Estos resultados obtenidos por diversos investigadores 
nos !levan a pensar que puedan haber diferencias signi-
ficativas entre enzimas microbianas, con la misma ac 
rentes. 
I.3. Objetivos. 
J 
no s6lo desde el punta de vista comercial, ya que perm! 
te la obtenci6n de diversos preparados farmacol6gicame~ 
.te actives, en condiciones 6ptimas, bien porque permi-
te la producci6n de compuestos hormonales en condicio -
nes econ6micamente inmejorables, o por la aparici6n de 
preparados sint~ticos, que, solamente por esta v!a, pu~ 
den ser obtenidos por poseer grupos funcionales inataca 
bles con las t~cnicas de la qu!mica organica cl~si~a,a~ 
ci6n selectiva de un microorganismo sobre algun punto 
determinado·de la mol~cula del esteroide en cuesti6n, 
·etc. 
Por otro lado, desde un punto de vista te6ri-
co,perrnite aclarar rnecanismos de sfntesis y de transfer 
maciones de estos compuestos. Todo ello ha llevado ha 
llevado a la investigaci6n masiva de estos procesos, lo 
que se deduce de la inmensa bibliograf!a existente sabre 
estos ·temas, de que muchos de ellos esten pro~egidos por 
patentes, la creaci6n de grandes complejos de investiga-
cion y producci6n, principalmente par las grandes compa-
fiias farmac~uticas, as! como institutes de investigaci6n 
aplicada, como el dirigido par H. Iizuka en la Uni versi·-
dad de Tokid. 
2.- La transformaci6n no es espec!fica de una 
bacteria determinada, sino que puede ser llevada a cabo 
por especies muy diferentes unas de otras, por lo que no 
hay especificidad en cuanto a las especies.microbianas 
-que intervienen en ellas. 
3.- No hay evidencia de que la transformaci6n 
sea llevada a cabo par enzimas con la misma funci6n pero 
con estructuras moleculares bd~nti9as o diferentes. Pre 
cisamente este ha sido el objetivo general de esta Tesis 
llevar a cabo un estudio del proc~so de tran~formaci6n , 
mediante el an~lisis antig~nico con· el fin de deterrninar 
si la misma transformaci6n es llevada· a cabo por enzirnas 
con la misma funci6n, pero con estructuras moleculares 
diferentes. 
Para ella el trabajo se plante6 de la siguien-
te manera: 
En primer lugar, la su 
ficientemente estudiado, para el ca 
so de introducir elementos mal con ~1, s!_ 
no que todos los 
dos durante todo 
Por esta raz6n elegimos, como sustrato, la Sus 
tancia S de Reichstein, una de las mejor estudiadas en 
este aspecto, especialmente por Stoudt y col., 1955,fren 
te al Arthrobacter simplex ATCC 6946 y frente al Bacillus 
sphaericus ATCC 7055, por Sutter y col., 1957, entre o-
tros muchos investigadores. 
De aqu1 se deduce que eligi~ramos como bacte -
rias a estudiar, las cepas anteriormente mencionadas, Ba 
cillus sphaericus ATCC 7055 y Artherobacter simplex ATCC 
6946, pero que, tarnbi€n, es"t:uviesen. ro .suficientemente-
separadas taxon6micamente entre s!, para que la posible 
comunidad enzim~tica que pudiese existir no fuese atri -
buible a similitudes entre especies afines. 
,I 
Por otro lado, y mediante la acci6n de Naranja 
de Acridina, utilizada en adici6n a los medios de culti-
·vo, en condiciones limit~ntes de crec.imiento, obtuvimos 
unas mutantes para ambas especies bacterianas, .sobre las 
que trabajamos en paralelo, con el objeto de estudiar que 
posible acci6n sabre la transformaci6n encontrabamos. Por 
otro lado, mediante ·1a presencia ·de esta sustancia,exclu! 
amos la posibilidad de interferencia por cualquier factor 
extranuclear, episomas, que pudiesen explicar la posible 
identidad enzim~tica entre arnbas especies. 
Para el revelado de la presencia de estes sis~ 
temas enzim~ticos,· acudimos a la utilizaci6n de tecnicas 
in~unologicas, teniendo en cuenta que, por su composici6n 
proteica, estes sistemas enzimaticos son antigenicos y d~ 
tectables, por tanto, mediante estas tecnicas. Con ellas 
pretendemos, por un lado, detec~ar la composici6n.antige~ 
· nica total de ambas bacterias y, dentro de ella, cu~les 
componentes son constitutivos de raza, cuales inducidos 
por la presencia del sustrato esteroide~.cuales reprimi 
dos; asi como la evidenciaci6n de la posible comunidad a~ 
tigenica entre ambas bacterias, que cor.responderia a com 
ponentes enzim~ticos iguales en cuanto a su fprma molecu-
lar, dada la exquisita sensibilidad de estas tecnicas in-
. . 
munol6gicas. 
Este tipo de estudio no hemos encontrado descri 
to que se haya utilizado en este campo .de la transforma -
ci6n microbiol6gica de esteroides, por lo que creemos 
que presentamos una aportaci6n interesante a este campo 
de investigacion, aunque s! se hayan utilizado para el es 
tudio de otros sistemas enzim~ticos, su dinamica y las 
interrelaciones en forma de activaci6n de las enzimas por 
la presencia de anticuerpos, tales rea-
lizados por Cinader, 1963, Cinader Cina 
der y col., 1971, Suzuki y col., 19 col., 
,, 
1970, Avrameas,· 1970, Vegel, 1967, e. ~~ . 
/'.. \ . . 
., . "'£tA ~ -~'" . 
Para la realizaci6n de estos ·~wfios hemos acu 
dido a la inmunizaci6n de conejos mediante los extractos 
antigenicos obtenidos a partir de los cultivos bacteria -
nos, antes y despu~s de la adici6n del sustrato segdn des 
·cribimos en los apartados correspondientes. 
En nuestra exposici6n prescindiremos, en gran 
parte, de los datos qu!micos de estudio de los esteroides. 
Solamente incluiremos, tanto en. la parte de Material y Me 
. . 
todos, como en los Resultados.,aquellos datos que nos 
sean necesarios para la comprobaci6n de la positividad de 
.la transforrnaci6n del sustrato. 
Una vez obtenidos los resultados, los expresar~ 
mos en forma de bandas de precipitaci6n en las inmunoele~ 
troforesis realizadas en los distintos sistemas ensayados, 
procediendo con ellos a la construcci6n de unas tablas re 
sumen de los datos obtenidos y que nos daran los campo -
nentes enzimaticos constitutivos, inducidos y reprimidos, 
as! como la comunidad antigenica existente entre ambos 
sistemas bacterianos. 
~I. MATERIAL Y METODOS. 
····· 
II.l. Cultivo de microorganismos. 
II.1.2.Microorganismos utilizados. 
Para nuestro estudio elegimos dos especies bacte 
rianas, plenamente conocidad en su actividad transformante, 
especialrnente sobre el sustrato elegido, la Sustancia S de 
Reichstein, Stoudt, et alt. 1955 ; Sutter et alt. 1957 , 
que fueron el Bacillus sphaericus, ATCC 7050 y el ·Arthro -
bacter simplex, ATCC 6946. Que poseen, ·adem~s, una activi-
dad parecida, con una especie de grada~i6n de acciones, I! 
zuka y Naito ~967 , en que ambos atacan el anillo A, pero 
llevando su actividad un poco rn~s lejos el Arthrobacter ,,al 
hidroxilar el grupo ceto en 20~ 
CH20H 
I 
C=O 
~-·-OH~ 
0 
Estes microorganismos tienen las siguientes ca-
racter1sticas: 
Bacillus sphaericus, ATCC 7050, Neide. Denomina-
do anteriorrnente B. fusiforrnis, perteneciente a la familia 
Bacillaceae, que son bacilos Gram positives, esporulados, 
con esporas terminales o subtermin , s t>c ~ no de forman 
' ·,~\- "'~.p 
el soma bacter iano. M6vil por f1 ;, :ar~'-- ,icos, Aero -
bio, catalasa positive. Con una ~~~eratura ·~ptima de cul 
\ 1 \ . ' ' 
tivo de 28 a 35.2 c. Que tolera un ,4l 'de__s.'aJ,-r·"en sus culti-
.... ~ ,, '... <t 
'< ~ ... 
vas. Que crece bien sobre medias ordinaries. 
Procedente del ~uelo. 
Corynebacterium o Arthrobacter simplex·, ATCC 
6946, Microorganismo de clasificacion incierta, en que se 
ha ido cambiando su colocaci6n dentro de los grupos bac 
terianos a medida que se iban conociendo m~s detalles de 
su comportamiento y caracter!sticas.fisiol6gicas~ El G~n~ 
ro Arthrobacter fue creado por Conny Dimmick en 1947, si 
gui~ndo a Fischer, 1895, para agrupar un gran nfunero de 
especies de colocaci6n incierta. Concre~amente, la espe -
cie. utilizada, ha recibido. los homb.res de Corynebacterium 
simplex, Jensen 1934, Mycobacterium flavum, Krasil'~ikov, 
1949 y,por ultimo, Arthrobacter simplex, ·Je~sen, Lochhe-
·ad, en Bergey et. alt., 1957. Procede del suelo. Se culti 
va·facilmente sobre medias de cultivo ordinaries. Prevot, 
1961, lo sigue incluyendo en el Genera Corymebacterium. 
Otras caractertsticas conocidas de esta espe -
cie bacteriana, es su aerobiosis; pleom6rficos eri culti 
vos j6venes, present~ndose _algunas veces con filamentos. 
En cultivos viejos adquieren forma cocoide. Utilizan ni-
tr6geno inorganico. Aunque se admite la divisi6n del ge-
nero Corynebacterium, no estan muy bien delimitadas las 
diferencias, Zagallo y Wang, 1962. 
Mulder en 1964, expuso su caracter de Gram va 
riables y sus requerimientos nutritivos. Morfologicamen-
te es similar a los g~neros Brevibacterium, Celulomonas, 
y Mycobacterium. 
Otro caracter que ayuda a su clasificaci6n es 
la composici6n de la pared bacteriana·, ·Cummins, 1962 ,asi 
como las reacciones serol6gicas. 
Revira y Brisbane, eri su revisi6n de la taxono 
mia numerica de bacterias del suelo, recogido en el Sym-
. . 
posium sabre Ecology of Soil Bacteria, 1968,describen 
hasta 37 tests de clasificaci6n,del genera Arthrobacter, 
siendo la revisi6n mas exhaustiva que hemos encontrado 
sabre el tema. 
Posteriormente, Skiring, G.W. y Qadlirig, C., 
1970, ~escriben, siguiendo la taxonom!a numerica, segrtn 
el !ndice Guanina-Citosina, basta 77 especies pertene -
cientes al grupo arthrobacter-coryneform~s. 
II.1.2. Cultivos de los microorganismos. 
Los medias de cultivo empleados fueron, para el 
Arthrobacter simplex, y siguiendo a Herzog, H.L. et alt., 
1962, los siguientes. 
- Yeast extract (Difco) 3,0 g. 
- P0 4 H2 K 
- P04 HNa 2,7 H20 
Agua del grifo, c.s.p. 
4,49 g. 
8,83 g. 
1 L. 
En este medio de cultivo se siembra un asa de 
platina de material celular, procedente del crecimiento 
de Arthorobacter simplex, ATCC 6946, sobre un roedio com-
puesto par un 1% de yeast extract-dextros~ agar incubando 
la siembra durante 18 a 24 horas~ 1 ml. de cultivo resul-
tante, se considera como in6culo estandar, para el rnedio 
de cultivo en que vamos a realizar la transformaci6n de 
esteroides. 
El medio para la transformaci6n de esteroides 
. est~ compuesto por 1 g. de yeast extract (Difco), en un 
l~tro de agua del grifo, cuyo pH se-ajusta a 6,8-?,0,dis-
tribuyendolo en matraces de 250 ml. en cantidades de 100 
ml. por matraz, a los cuales se les afiade el in6culo es -
tandar. 
Se procese a la incubaci6n a 3.09. C. , en un agi-
tador orbital, a unos 150 ~.p.m., siguiendo el crecimien 
to por turbidimetr!a, hasta llegar a un crecimiento m~x! 
roo, cuando alcanzamos el pica de la fase logar!tmica de 
crecimiento. 
Para el Bacillus sphaericus, ATCC 7055, el me 
diode cultivo empleado fue, siguiendo a Stefanovic, V., 
1963, el siguiente: 
- Yeast Extract (Difco) 
- N-Z-Case (Peptona Difco) 
Agua del grifo, c.s.p. 
3,0 g. 
5,0 g. 
1 L. 
A partir de la reconstituci6n de la cepa de la 
colecci6n, en Agar Nutritive, cultivado a 30~ c., toma -
mos un asa de material celular, que consideramos in6culo 
estandar despu~s de 24 horas de incubaci6n: 
El medic de cultivo se r.epart_.i6 en Erlenmeyer 
de 250 ml., en cantidades de 100 ml .. ·por cada Erlenmeyer 
que se inocul6 con el in6culo estandar, incub~ndolo a 
30~ C., en un agitador orbitai, con 150 r.p.m., durante 
-18 a 24 horas, siguiendo turbidim~tricamente el creci 
miento, hasta obtener un crecimiento m~ximo, pico ce la 
fase logar!tmica de crecimiento. 
· · ·una ·vez obtenido el crecimiento m~ximo para ca 
da bacteria, proced1amos a separarlas, segun el destine 
apropiados a cada fase de nuestro trabajo, preparando, si 
... 
mult~neamente 1 siete ·series de cultivos. 
Las primeras dos series esta~t.inadas a la 
preparaci6n de ant!genos, una para i#r-?.:·;a para 
analizar. La ·tercera ser1:e .la destininfos a la ~a · i6n del 
1 ' ', • ! ; 
l l f 
sustra to estero ide 1 es· decir 1 para 1 \ ~~ans_f.or~1i6n de 
\ \,.. ., ' I' .. ~ , l 
. . ~ .. .f'.._ <;' / 
este sustra to. tas otras tres .las dest· 'Mrl.ps; '-~/1a adicion 
-.~ 
de Naranja de Acridina 1 segun describimos posteriorrnente. 
La preparaci6n de antigeno~ 1 tanto para anali -
zar como para inmunizar, la describimos en el apartado 
II. 2. 
La adicion del sustrato esteroide la describi -
mos en el apartado II.l.4. 
La preparaci6n de los cultivos .con Naranja de 
Acridina, la describimos.en el :apartado II.l.3. 
II.1.3. Cultivo de los microorganismos con Naranja 
de Acridina. 
La preparacion de estos medios de cultivo, fue 
en todo igual a los medias de cu1tivo normales, solamente 
hemos de destacar que, segun apuntamos m~s adelante en la 
Discusi6n, afiadimos Naranja de Acridina a los mencionados 
medios de cultivo, en una concentraci6n idonea para no im 
Fig.II.l.~Esquema de la preparaci6n de los cultivos 
bacterianos con su destine final. 
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pedir el crecimiento m~ximo de los microorganismos, con -
centraci6n que encontramos era de 10 microgramos por ml. 
· La adici6n de esta sustanc~. ciamos al pre /.-\ ,..... ,.._, 
parar estos medics, llevando al a uf.~-1~~~ e.· dio compl~ I ~~ / n r.... . -: 
to, adicionado ya con esta sustancy-~-; .. ~~ 
(~: \ ...... ~ ) 
A partir de aqui, contin ·~s··~·ta ~~f6dica nor -
·,,·/, '\,..\'/' 
. '•,7/1\ ~ / 
mal de estes cultivos, inctibaci6n a 3 .~ agitaci6n or 
., . 
bital a 150 r.p.m. y mantenimiento del cultivo previo de 
18 a 24 horas,· antes de proceder a la .fase siguiente,que, 
en este tipo de cultivos, consistia, por un lado, en la 
preparaci6n de antigenos para analizar y comparar c·on los 
obtenidos en los cultivos normales, y,por otro, en la adi 
ci6n del sustrato esteroide, para investigar -la actividad 
transformante de estas cepas con la presencia de Naranja 
de Acridina. 
II.1.4. Adici6n del sustrato esteroide. 
Una vez comprobado que se habia llegado a la fa 
se de ·crecimiento mc1ximo ·, procedimo~ ·a la adici6n del 
sustrato esteroide, en aquellos sistemas destinados al es 
tudio de la transformaci6n, tanto en los cultivos que con 
sideramos normales, como1 a quellbs a los que afiadimos Na-
ranja de acridina. 
Esta adici6n se realiz6, en cantidades de 50 
mg. del sustrato par Erlenmeyer con 100 ml. de media, di 
solviendo, en caliente, en 2 ml. de metana!, cantidad 
que comprobamos no afectaba en nada el comportamiento 
posterior de las bacterias. 
Una vez realizada esta operaci6n, continuamos 
la incubaci6n de las bacterias en las mismas condiciones 
de cultivo,;manteniendo la reacci6n durante 96 horas. 
Pasado este tiempo de incubaci6n, procedimos a 
la extracci6n de los componentes org~nicos, mediante ace 
tato de etilo, seg6n describimos en el apartado rr·.6.2 .. 
11.2. Preparados antigenicos. 
A partir de los cultivos bacterianos se proce-
. 
de a la preparaci6n de los correspondientes sistemas an-
tigenicos. Teniendo en cuenta su distinta utilizaci6n,s~ 
. gun esten destinados a inmunizaci6n 0 analisis, se proc~ 
.dera ala preparaci6n conveniente.para cada caso. · 
!!.2.1. Sobrenadante de los cultivos. 
Partiendo del caldo de cult~vo,. la primera OP! 
raci6n es separar las celulas del contenido celular.Para 
ella se somete a centrifugaci6n aseptica a 42 c. ·a 6·.000 
r.p.m., durante 15 minutes~ Se recoge el sobrenadante 
'> 
con pipeta est~ril. De este sobrenadante se parte, en los 
cases de bacterias a las que se les ha afiadido esteroides 
para la extracci6n de la fraccion estero!dica con las t~c 
nicas apropiadas al caso, descritas en el apartado II.6. 
II.2.2. Celulas desecadas por acetona. 
El primer sedimento de celulas se resuspende en 
gran cantidad de acetona a -20~ C. y se centrifuga de nu~ 
vo para lavarlo. Esta operaci6n se repite dos veces _mas, 
decantando los ·sobrenadantes respectivos, que se desechan. 
Al sedimento final, lo m~s seco posible, se le afiade, co-
mo m!nimo, tres veces su volumen en acetona a -20~ c. S~ 
resuspende el sedimento en ella·y se· !leva ·al congelador 
a -20~ c., donde se deja en reposo durante toda la noche. 
A final de este per!odo·se centrifuga de nuevo. 
El sedimento, desecado al·vacro, se empleara en 
la confeccion de los complejos antigenicos. 
tr.2.~.1Antigenos para inmun~zar: 
Una vez desecado al vac!o el sedimento obtenido 
anteriormente, se procede a su pulverizacion en mortero, 
basta conseguir una gran homogeneidad. Se resuspende en 
soluci6n salina fisiologica esteril, e~ cantidad suficie~ 
te para conseguir una conc~ntraci6n proteica de 20 mg.por 
ml., expresado en alb11mina • 
... 
Esta suspensi6n del polvo antigenico, se mezcla, 
a partes iguales, con Coadyuvante de Freund, con el fin de 
lograr una mayor respuesta antig~nica 
nizados. Esta suspensi6n se sornete a 
dor para conseguir una 
vante-extracto acuoso. 
El Coadyuvante de Freund se 
te manera: 
- Aceite mineral 
- Lanolina anhidra 
3 volurnenes. 
1 volurnen. 
un agit~ 
coady~ 
siguie~ 
Una vez preparado, se esteriliza en autoclave,d£ 
rante 30 minutos a 120~ c. 
Para favorecer, aun ~as,la mezcla del Coadyuvan-
te con el extracto acuoso, se calienta, en bafiornar!a a 37~ 
c., ·la mezcla, con lo que se consigue una buena suspensi6n. 
El ant!geno queda as! en condiciones de ser ern-
pleado en la inmunizaci6n de los conejos, ~~n una concen -
traci6n prot€ica de 10 mg/ml. Se distribuye·en frascos· es-
teriles de pequena capacidad y se conserva en congelador a 
-20~ c. 
II.2~2.2Preparaci6n de ant!genos para el an~li -
sis antig~nico: 
A partir del sedimento seco, obtenido en II.2., 
se parte para la preparaci6n de los ant1genos para anali-
zar. Para ello se precede, en primer lugar, a resuspende£ 
lo en soluci6n salina esteril, igual que en el apartado 
anterior. Luego se precede a la ruptura celular, mediante 
ultrasonaci6n, en un Desintegrador _ultras6nico,MSE,de 150 
w., a 10 micrones de intensidad yen sesiones de 5, rninu 
tos, repetidas tres veces y con un descanso de cinco minu 
tos entre ellas. Se mantiene, durante todo el proceso, s~ 
mergida en bano de hielo, para evitar calentamientos que 
pueden conducir a la inactivaci6n de las enzimas p~esen .~ 
tes. El resultado se deja en extrac~i6n 24 horas, en nev~ 
. ra y se vuelve a ultrasonar en las mismas condiciones.Por 
6ltimo, se precede a cen~rifugar a 6.000 r.p.m. durante 
20 minutes, recogiendo el sobrenadante,.que contendr~ los 
componentes intracitoplasm~ticos, separ~ndolo de los res 
tos de paredes celulares. 
Se prqcede a la determinaci6n de la concentra -
ci6n proteica de este extracto, mediante el biuret, segun 
describirnos posteriorrnente, II.3.2., despues se lleva, m~ 
diante di&lisis a la concentraci6n rn&s conveniente, para 
la obtenci6n de bandas de precipitaci6n en la inrnunoelec-
troforesis, bien diferenciadas por su nitidez e intensi -
dad. 
Estos procesos de preparaci6n de ant1genos son 
los misrnos en los distintos supuestos, segun la cepa bac 
teriana y la condici6n de sin y con la adici6n de este·-
roides. Con lo que se obtienen los siguientes_.sistemas 
antigenicos: Bacillus sphaericus sin esteroides, Bacillus 
sphaericus con esteroides, Arthrobacter simplex sin est~ 
roides y Arthrobacter simplex con esteroides, en dos se 
ries, una para inmunizar y otra para analizar. Tal como 
lo expresamos en el esquema de la Fig. II.2., que se ut! 
liza para ambas cepas bacterianas en ambas condiciones 
de sin y con adicion del sustrato esteroide. 
En adelante, para facilitar la expresi6n de 
los distintos elementos que intervendr~n en nuestro estu 
dio, dado que su repetici6n sera constante, hemos decidi 
do acudir a la ayuda de un c6digo de iniciales que nos 
eviten repeticiones farragosas, identificandonos, a· la 
vez, sin temor a equivocaciones, cada componente de los 
que intervienen en nuestro estudio. As1 denominaremos ·a 
ios distintos elementos: 
Ant1geno Bacillus sphaericus sin esteroides, 
B S E. 
Ant!geno Bacillus sphaericus con esteroides, 
B C E. 
Ant!geno Arthrobacter simplex sin esteroides, 
A S E. 
- Ant!geno Arthrobacter 
A C E. 
- Inmunosuero anti-Bacillus 
des, Anti B S E. 
esteroi 
- In~unosuero anti-Bacillus sphaericus con esteroi 
des, Anti B C E. 
Inmunosuero anti-Arthrobacter sin esteroides, 
Anti A S E. 
- Inmunosuero anti-Arthrobacter con esterqides, 
Anti A C E. 
Con lo cual esperamos ganar en claridad en nuestra exposi 
cion. 
La preparacion de ant!genos la esquematizamos 
en la figura II.2. 
Fig.II.2.-Esquema de la obtenci6n de los extractos 
antig~nicos con su destino·final. 
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II.3. Tecnicas auxiliares. 
II.3.1. Pervaporaci6n. 
Obtenci6n del extracto 
riano, mediante desecaci6n al vac! 
ruro c~lcico y con aspiraci6n por 
II.3.2. 
bacte 
clo 
Para conocer la concentraci6n relativa de pro-
te!nas solubles en los extractos obtenidos, segun las pa~ 
tas descritas, se utiliza la reacci6n del Biuret. 
A 1 ml. del extracto correspondiente, se afiaden 
1,5 ml. de reactive de Biuret. La mezcla se mantiene du-
rante 30 minutes a 37~ C. La lectura del espectro de ab -
sorci6n se realiza a 580 nm. 
II.3.3. Di~lisis. 
La excesiva concentraci6n salina de estas mues-
tras, hace imposible la realizaci6n de.una electroforesis 
de ellas. Para obviar esta dificultad se realiza una di~-· 
lisis mediante la utilizaci6n de tubas de acetate, en a-
~ua destilada, durante 18 horas, a 4~ C., con tres cam 
bios de l!quido exterior. 
II. 3. 4. Absorci6n de inmunos·ueros ·· 
Con el fin de eliminar de los antisueros la pr~ 
sencia de anticuerpos, tanto xenogenicos como comunes,que 
interesen eliminar en el control de los considerados como 
propios de una cepa o sistema determinado, se procede a 
su absorci6n segun la siguiente pauta: Por cada 0,8 ml.de 
suero de conejo inmunizado, se afiad!a 0,2 ml. del .ant!ge-
no que quer!amos eliminar, la mezcla se incuba a 37~ C., 
durante una hora y se agita intermitentemente~. Despues de 
la incubaci6n se deja en nevera 18 horas a 4~ C. Transcu-
rrido este tiempo se eliminaba el precipitado que pudiese 
aparecer en el tubo. Se centrifuga levemente, a una 2.000 
r.p.m. durante 15 minutes a 4~ C., consi9erando el sobre 
nadante como inmunosuero absorbido, una vez comprobado 
par inmunodifusi6n, segun la t~cnica de Ouchterlony, que 
rio daba reacci6n de precipitaci6n con el ant!geno que se 
habia ab·sorbido. 
Los sistemas de absorci6n emp~_eados fueron los 
siguientes: 
1.~ 0,8 ml. Anti B s·E. 
0, 2 ml. B C E •. 
Denominando a este sistema Anti B S E (B C E) • 
2,- 0,8 ml. Anti B C E. · 
0,2 ml. B S E. 
Cuyo sistema denominamos,Anti B C E (B S E).· 
. I 
3.- 0,8 ml. Anti A S E. 
0,2 ml. A C E. 
Que denominarnos Anti A S E (A C E) • 
4.- 0,8 ml. Anti A C E. · 
0,2 ml. AS E 
Denominados por nosotros Anti A C E (A S E) . 
II.4. Inmunosuero. 
II.4.1. Pauta de inmunizaci6n. 
Los animales empleados son conejos machos de 
4-6 Kg. de peso. Las administraciones se hacen via subcu-
tanea en el lorno, avanzando desde atras hacia adelante,al 
rededor de 1 em. cada vez, adernas de alternar ambos !ados 
de la columna vertebral. 
Se comienza por inocular a cada. conejo 1 rnl.del 
ant!geno correspondiente, tres veces por semana durante 
las cuatro primeras. Si no es suficiente, se deja descan-
sar 15 d1as y se administran 2 ml. tres vece~ pos semana, 
durante las cuatro siguientes. Finalmente, cuando tampoco 
as·r se haya alcanzado un buen titulo~ se sigue sin inte -
rrupci6n dos semanas mas, en d!as laborables alternos, in 
yectando 4 ml. 
Los animales que sobrevivan a las sangrias se 
mantienen a un nivel 6ptimo de anticuerpo, inyect~ndoles 
durante una semana,cada rnes, 4 ml. del antigeno en d!as 
alternos (Fig. 11.3.). 
11.4.2~ Sangrias y obtenci6n de s 
Como controles de la marcha 
se hacen tomas de sangre de 10 ml.: a) 
zo de las inyecciones; b) una semana despues de la ultima 
administraci6n de la primera tanda; c) dos dias despues 
de finalizada la segunda tanda; y d) pasada una semana 
·de' la ultima inoculac i6n. 
Estas tomas se hacen par cortes de la arteria 
marginal de la oreja, previa rubefacci6n con xinol. 
La sangre, en tuba esteril, para a estufa a 37~ 
c., durante des horas y despues, a nevera toda la noche. 
Al d1a siguiente, despues de centrifugar '· se ret ira el 
suero y se mantiene en el conge1ador a -20.2. c. 
Cuando.queda comprobado que 'la tase de anti 
cuerpos en el inmunosuero es suficiente (veanse tecnicas 
correspondientes en 11.4.3.), comienzan las sangrias pa-
ra obtener suficiente cantidad de suero. Estas son de 40 
ml. durante 4 dias suces i vas, tambien d.e la arteria mar-
ginal de la oreja, siempre que. resulte posible. Si no lo 
es en un momenta dado, puede hacerse una punci6n directa 
Fig.II.3.-Esquema de la pauta de inmunizaci6n 
seguida para la obtenci6n de los inmunosueros. 
PAUTA DE INMUNIZACION 
CONEJO N° JAULA N° 
ANTIGENO: 
Fecha Inocdlaci6n D!a N° Cantidad Sangr!a Tasa Ac. 
No Ag.inoc. No 
1a serie 
1 1 1 ml. 1 
2 3 " 
3 5 ... 
4 8 II 
5 10 " 
6 12 II 
7 15 II 2 
8 17 " . 
9 19 II . , .... 
10 22 If. 
11 24 " 
12 26 -II 
..... 
13 29 If 
14 31 " 3 
15 33 II 4 
2a.serie 
16 43 2 ml. ·5 
17 45 II 
18 47 n 
19 50 .. 6-
20 52 II 
21 54 ~· 
22 57 " 7 
23 59 
24 61 
25 64 a· 
26 66 
27 68 
28 70 .9 
29 73 
/ 30 74 10 
al coraz6n, intentado la m~xima recogida posible, con 
muerte del animal. 
En la tabla de la pauta de inmunizaci6n (Fig. 
II.3.), tambien lleva unas columnas para colocar las can 
tidades de ant1genos inoculadas a cada conejo en volumen, 
as1 como los t1tulos de los anticuerpos recogidos en ca-
da caso. 
II.4.3. Titulaci6n. 
Cada suero se valera contra. su propio ant1geno, 
segun el micrometodo de doble difusi6n en agar de Ouchte£ 
lony, ligeramente modificado. Chordi y Kagan, 1964; Cho~ 
di y ·colab., 1962; Tormo y Chordi, 1965. 
II.4.3.1. Soporte semis6lido. 
Esta compuesto· por: 
Agar Noble Difco .•••. ~ •.. 20 g. 
Agua bidestilada .•• ~ ...• ~ 509· .. 1Jll. 
Tamp6n veronal,pH 8,6 •.•. 500 ml. 
Por su parte el tamp6n veronal, pH 8,6, est~ 
formado por: 
Dietilbarbiturat'o s6dico, Merck ••.•••••• 9 g. 
Acido clorhidrico, lN •.•••••••• ~ •••••••. lO ml. 
. .. 
Azida de sodio ••••.••••••••••• · ••.• · •••••• o,s g. 
Agua bidestilada .y desionizada,c.s.p •• .".l L. 
Su fuerza i6nica te6rica es de 0'0375. 
Una vez totalmente fundido el agar en el agua 
_,__-0£ 
bidestilada, a banomar!a, se ana ~~1 t~~6n templado y 
:y{u""' ~-....; .. ..., . 
se reparte en tubes 9 ml. por ~ uno ~,e ·: ellos. Tapa-
dos con Parafilm, se pueden con 1!'!\I"~r po; a•19-Un tiempo 
t" ' _/ -I""{\ ............... 
en nevera a 4~ C. ~I' . -
. 
1~RtA -. '.· . 
II.4.3.2. Preparacion de las placas. 
Los portaobjetos, de 2,6 x 7,6 em., previame~ 
te lavados y desengrasados, secos y numerados, se hume-
·. decen por una de sus caras con agar ~undido_y caliente, 
al 0,1%. Despues se secan en estufa. Asi se consigue una 
; 
superficie m~s rugosa donde luego agarrar~ mejor la cap~ 
soporte del gel de agar. 
Para que esta sea m~s uniforme en altura (1·, 5 
mm. aproximadamente) es precise que el porta se encuen -
tre sabre una superficie horizontal. ·Entonces se vierten 
sabre el, mediante pipetas' 3 ml·. del agar n~ble fundido 
· y se deja solidificar, de$pues de· lo cual es preferible 
emplearlo directamente y no almacenarlo en c~mara hlimeda 
a 42 c., mas de unas pocas horas. 
II.4.3.3. Disposici6n de los pocillos. 
· Todos los pocillos son de 3 rom. de di~metro.En 
tre borde y borde del centralcon los restantes queda una 
separaci6n de 4 mm. de agar. 
En un extrema del portaobjetos se dispone una 
roseta de 6 pocillos simetricamente repartidos alrededor 
de uno central. En el otro lado del portaobjetos, la ro-
seta es de s6lo 4 pocillos, sim~tricarnente situados, y 
sirve de control, al poner en todas ocasiones un mismo 
., 
antigeno y un mismo antisuero. Aquellas pruebas que fa -
llen por cualquier causa, la aparici6n de las bandas de 
este sistema, se dan por nulas. 
Colocado el porta con la tira de agar, ya bien 
solidificada sabre el patr6n de distribuci6n que se de -
see, se practi-can ·los pocillos con un sacabocados cali -
·brado y se extraen los ·discos de agar con una pequena 
presi6n negativa en el interior de la pieza de tubo de 
goma acoplada al extrema libre del sacabocados. 
Si la operaci6n se lleva a cabo.con minuciosi-
dad desde sus comienzos, no es precise soldar los bordes 
interiores de los pocillos al vidrio para evitas la in-
filtraci6n de los reactivos par los espacios libres en-
tre el portaobjetos y la tira de agar. 
·En la figura II.4. indicamos la disposici6n de 
los pocillos que emplearnos. 
II.4.3.4. Colocaci6n de las muestras: 
·para la medida de potencia de los· inrnunosueros 
se coloca en el pocillo central el complejo antigenico pr~ 
pio para an~lisis (II.3.4.) a la concentraci6n normal y en 
los perifericos, diluciones pregresivas en suero fisiol6g! 
co del inmunosuero horn6logo, desde el 1/1 al 1/32. 
Para colocar las muestras empleamos jeringuillas 
tipo insulina y agujas muy finas. (Pipeta Pasteur, del ti-
po desechable, Fisher). Luego se colocan en c~mara hGmeda, 
en posici6n perfectamente horizontal. 
II.4.3~5. Difusi6n y precipitaci6n. 
A 37~ C. y asegurada una humedad alta, empiezan 
·a aparecer algunas bandas ya a.las 4 horas. No obstante, 
para una buena precipitaci6n y formaci6n.de bandas n!ti-
das, es preferible prolongar la difusi6n hasta 24 horas. 
Las bandas aparecidas pueden ·~er fotografiadas 
en fresco con iluminaci6n lateral sabre fondo·oscuro, ade 
m~s de dibujadas y medidas. 
II.4.3.6. Lavado y secado. 
El exceso de suero o antfgeno que ensucia las 
placas, se extrae de los pocillos con agua destilada y . 
luego pasan por dos lavados de dos horas cada uno en tam 
· p6n de pH 7, 2: 
P04H2K, M/5 ............ 250 ml. 
Na OH, M/5 ............. 250 ml. 
Cl Na . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36 g • 
Azida de sodio . . . . . . . . . 0,5 g • 
Agua destilada . . . . . . . . . 4,5 L . 
Si se desea reforzar las bandas formadas, se 
introducen, durante 2 a 3 horas, en ·mezcla de J ml. de 
~ 
ClH, lN y 97 ml. de alcohol de 96%. 
Terminado el lavado, las placas de agar son 
cubiertas por tiras de papel de filtro, de manera que 
no queden en los pocillos burbujas de aire que agrieta-. 
r!an la pel!cula. La estufa a 37~ c., proporciona luego 
un secado r~pido y profunda. Las tiras de papel de fil 
tro suelen salir sueltas expontaneamente, si no es as!, 
se.extraen humedeci~ndolas ligeramente con agua desti: 
lada. 
La.fina pel!cula de agar, totalmente transpa-
~ente, permite el almacenado o tinci6n. 
II.4.3.7. Tinci6n: 
Se elige el colorante Rojo Thiazina por ser 
el que mejor rendimiento da segun nuestra experiencia 
en cuento a visualizaci6n· de bandas d~biles se refiere, 
y,al mismo tiempo, permite sacar capias fotogr~ficas di 
rectamente .en papel. 
Los portas, seca, des-
~i) -Dt 0.: 
pu€s de un bafio de 3 a 4 horas en 2~ta~~BW~ lavado ci-
tado, pH=7,2 sufren dos bafios de {~~uto, ~ agua desti 
lada y, finalmente, otro de 24 ho ~~C3uii \en sotuc.t#6n al 0'2% 
' ,. ,_ / . 
~\ '--_~· ::: : 
de Rojo Thiazina en tamp6n de acet -~. "~·-,./ ~~lA .. ~ , 
Acido ac€tico anhidro~ •••••.• 0,6 ml. 
Aceta to s6dico •..•.••••••••.• 0, 8 2 g. 
Rojo Thiazini .••••••••••••.•• 0,4 g. 
Agua destilada ••.•••••••••••• 200 rnl. 
Al tiempo de sacar las placas, se lavan en agua 
destilada y se pasan a acetico al 1%, renovado dos o tres 
veces, basta que el campo quede suficientemente decolora-
.do. Luego sufren otro lavado de 10 minutes en mezcla de ~ 
cido acetico al 1% con glicerina, tambien al 1%. 
El secado final se realiza cubriendolas nueva -
mente con papel de filtro humedecido en acetico al 1% y 
dejandolas inclinadas ala temperatura·ambiente. Una vez 
completamente secas, ya pueden ser fotografiadas o almac~ 
narse, despues de un bafio rapido en gelatina al 1%. 
II.4.3.8. Lectura y elecci6n: 
Bien directamente en fresco o bien despues del 
tenido, se observa la menor concentraci6n de cada inmuno-
suero a la que, aun,forma alguna banda de precipitaci6n 
visible con su ant1geno hom6logo. Se hacen las dilucio-
nes siguientes: 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y 1/32, y cua~ 
do alcanza esta ultima se da por buena el inmunosuero y 
se precede a su obtenci6n (II.2.2.). 
Para hacer la elecci6n de los inmunosueros que 
se van a estudiar intensivamente, uno por cada ant1geno, 
los criterios·fueron el mayor nivel de anticuerpo,el m~ 
yor nGmero de bandas de precipitaci6n y su mayor niti -
dez. 
Recogidos los frascos esteriles, fueron· con -
servados en congelador a -20~ C., basta su utilizaci6n, 
ya que disolviendo los extractos secas con agua destil~ 
da, ya sea afiadiendo p·reparados enz ima ticos para la ab-
sorci6n de anticuerpos, vease II.3.4. 
li.S. Tecnicas anal!ticas de prote!nas. 
II.S.l. Electroforesis simple sabre gel de agar. 
Realmente la separaci6n por electroforesis en 
gel de agar es la base de todo nuestro sistema analiti-
co. Sabre su resultado se verifican luego diversas ope-
raciones condecentes a r~velarlo, microbiolog!a~ qu!mi-
ca o inmunl6gicamente. 
II.S.l.l. Condiciones generales: 
Disponemos de cubeta Shandon modelo U-77, para 
microelectroforesis de 20 portaobjetos de capacidad,fue~ 
te de alirnentaci6n Shandon, modele Vokarn, con entrada de 
220 V., de corriente cont!nua, con regulaci6n de voltaje 
y de arnperaje. La tecnica usada por nosotros es , funda-
mentalrnente1 el micrometodo.de Scheidegger. 
II.5.1.2. Soporte semis6lido: 
La confecci6n de gel de agar esta descrita p~ 
ra el metodo de doble difusi6n, II.4 • .J.l., con la unica 
diferencia de hacerse necesaria su esterilizaci6n previa 
cuando se pretende despues verificar: el revelado micro -
biol6gico. 
II.5.1.3. Preparaci6n de las .Placas: 
Vale lo dicho en II.4.3;2., con la unica salve 
dad de que 1 antes de ser. vertido el ag.ar fundido 1 ha de 
colocarse sobre el porta una o dos barritas met~licas 1 s~ 
gun el patr6n elegido para esa ocasi6n con el objeto de 
llevar a cabo una inmunoelectroforesis. 
II.5.1.4. Disposici6n de los pocillos: 
Actuamos con va~ios patrones· o modelos, con 
elecci6n del mas adecuado para cada caso. Se trata de 
simples pocillos centrados para el revelado qu!mico, mien 
tras que para el inmunol6gico precisa una mayor complica-
ci6n y que describiremos en II.7. 
II.5.1.5. Celocaci6n de las muestras: 
Cada portaobjetes de los 8 colocados de una so-
la vez en la cubeta, lleva casi en los hordes del gel dos 
pequefios pocillos ~1,5 mm. de diametro) a una distancia 
dada y· que en nuestro caso fue de 4,4,5, 6 5 em., ~egun 
los casos. Mementos antes de conectar la corriente se co 
loca una pequefia cantidad de azul de bromofenol (0,01 g., 
~s 0,15 ml de Na OH N/10 y enrasar a 25 ml. con agua des 
tilada y desionizada) , en el ~ocilla situado en ~1 polo~ 
negative de la corriente electrica. 
II.5.1.6. Control: 
Cada operaci6n lleva·siempre una placa control 
con suero humane normal y dextrano en.pocillos centrados 
de 3 rom. de di~metro. 
II.5.1.7. Conexi6n el~ctrica: 
Despu~s de colocados en sus posiciones los po~ 
tas se recubren en sus extremes con tiras de papel de fil 
tro de 3 em., de anchura, previamente.humedecidos con el 
tamp6n. Entre los extremes de estes papeles, que tocan el 
agar, deben quedar 6 em., de separaci6n, mientras que sus 
extremes opuestos se introducen en el tamp6n. 
Realizada la conexi6n y ta o£a~'cubeta, se da 
~~ A!;' ' 
~ /,-1 ', 
paso a la corriente. Es imprescind. ~ era~~&:;. el memento 
:..t.. I . . ~- . 
de puesta en marcha para calcular ~~ ~ovilidad ~bsoluta. 
\ "-. / , : 
,.~ \,. ,.·· _<:, ' 
Cuando llega el azul de b ~<,?f'erlo~-:·-al pocillo 
"4;i!A .. \'-· .. • 
!': 
opuesto de cada porta, se corta el pas~--~ la corriente, 
se saca el que haya llegado y se coloca otro en su lugar, 
para evitar una sobrecarga electrica de los m~s lentos. 
Con esto se consigue,que en todos los portas el recorrido 
. . 
de azul de bromofenol sea exactamente el mismo, y por ta~ 
to, deducimos que el de las protefnas, tambi~n lo debe 
ser. 
II.5.1.8. Tinci6n y revelados diversos: 
Con los portas problemas salidos de la· cubeta, 
ha.de actuarse en cada caso como ie indicar~ oportunamen-
te segun que la finalidad perseguida sea revelado qufmico 
o inmunol6gico. 
Con las placas de control, se emplean las tecni 
cas usuales para coloraci6n de prote!nas por un lado y de 
tecci6n del dextrano por otro. 
II.5.1.9. Calculo de movilidades: 
Independientemente de las peculiaridades pro -
pias de cada sistema de revelado, el c~lculo de movilida-
des se hace como sigue: 
II.5.1.9.1 Movilidades absolutas: 
Una vez determinada la posici6n del dextrano,se 
miden las distancias recorridas por las diferentes ~zonas 
obtenidas. Considerando como punta representative de cada 
una, aquel en que su mayor transversal corta perpendicu -
larmente a la direcci6n del desplazamiento electroforeti-
co que coincide con la dimensi6n mayor de cada zona. 
Sabido as! mismo el potencial por em. y el tiem 
po empleado, en segundos, aplicamos la f6rmula: 
. U abs. = D . 
Donde: 
_, .. 
D = recorrido real, con res pee to al dextrano,en 
em.· ... 
H = campo en voltios/cm. 
t = ducari6n en segundos. 
Los valores finales, muy pequefios, se multipli-
can por 10.000, por lo que las unidades reales. de los nG 
meros que indican las movilidades absolutas, ser~n: 
lo-5 cm2 volt-! seg-1 
11.5.1.9.2. Movilidades relativas. 
Se toma como punto de referencia la albumina de 
suero humano normal detectada despu~s de la electrofore 
sis por tinci6n con Rojo Thiazina .. 
Una vez obtenidas las distancias reales recorri 
das por el problema y la albUmina {afiadiendo el desplaz~ 
miento aparente el sufrido por el dextrano hacia el· ~no-
do), el cociente entre ambas, nos da las movilidades elec 
troforeticas relativas a la albumina. 
U alb. = Dx 
D alb .. 
·siendo: 
U alb. = movilidad relativa a la albumina. 
Dx = recorrido real de la zona problema en em. 
D alb. = ·recorrido real de la albumina humana 
real en em. 
En toda la exposici6n del presente trabajo, em-
pleamos como dato caracter!stico de cada zona o banda, el 
ntlmero que indica; el tanto por ciento, la movilidad rela 
tiva de cada zona enzim~ticamente activa o de cada banda • 
• 
1 l·, 
II.6. Tecnicas analfticas de esteroides. 
En nuestro estudio, junto con el analisis in 
munol6gico de la dinamica enzim~tica, hemos pretendido 
llegar, lo m~s cerca sobre los pasos que vamos dando 
as! como en,algunos casos, nos prestaria la confirma -
cion de algunos supuestos, expuestos en las conclusio-
nes de este trabajo. 
Las tecnicas utilizadas fueron las expues~as 
en los apartados sucesivos. 
II.6.1. Adici6n del sustrato. 
Una vez que los cultivos de mocroorganismos 
alcanzaron la fase de crecimiento exponencial, proced! 
mas a la adici6n del sustrato, en este caso concreto, 
1~ Sustancia S de Reichstein, en cantidades de 50 mg.· 
par Erlenmeyer de 250 ml., que ·conte!an 100 ml. de cul 
tivo bacteriano. 
El sustrato, se disolv!a en caliente, en 2 
ml. 'de 'metanql, en Banomaria, procediendo a su vertido 
con las precauciones necesarias para prevenir la conta 
minaci6n de los cultivos. 
III.6.2. Extracci6n de los productos de reacci6n. 
Despues de cultivar los microorganismos con 
el sustrato, durante cuatro d!as, a 30~ C., ~~gita 
D ·~ . ~\) '• t:· ' 
ci6n, procedimos a la extracci6n, median ,:)in dis&l\ I .~, / .. Ill,,,..., ~ 
vente org~nico, de los restos de sustrat~jy/dJ~ Jg. 
I ( • 
\I ( . 
productos de transformaci6n. rfl ~\ , , · • 
<"' ··, • 
(.7 ' • ' 
''::>. . c:.· 
· · Para esta operaci6n utilizamos A ·~Q ~ e Eo:-
··-~ 
tilo, procediendo a colocar el cultivo bacteriano, en 
fracciones de unos 200 ml., en un embudo de decanta ~· 
ci6n, al q~e anad1amos unos 100 ml. del eluyente, agi-
tando en un embudo y. · recogiendo la capa acuosa por un 
lado y la capa org~nica por otro. Esta operaci6n la re 
pet!amos por tres veces, para tener la seguridad de 
que consegu!amos una extracci6n completa. 
Reunimos, por un lado, la fracci6n acuosa y, 
por otro, la del eluyente, para co_mprobar posteriorme!!_ 
te la completa extracci6n de los esteroides. 
Para desecar completamente el eluyente Aceta 
I , ., .· . 
to de Etilo, colocamos en el matraz en que recogemos 
~sta fracci6n, sulfate s6dico ahnhidro, dej~ndolo en 
r~poso unas horas. 
La capa acuosa de esta extracci6n llevar~ 
los componentes solubles en agua, como sales, compone~ 
tes celulares,etc., mientras en la capa org~nica he~os 
separado los componentes organicos. 
. ' 
11.6.3. An~lisis de los componentes extrafdos. 
Esta operaci6n la realizamos mediante la crQ 
matograffa en capa fina sabre gel de s!lice, tecnica 
que describirnos a continuaci6n, tra~do1 por un lado 1 
la capa acuosa, para evidenciar que la extracci6n ha 
sido cornpleta y 1 per otro 1 la capa del acetate de eti-
. . 
lo, para verde cuantos componentes'consta. 
II.6.3.1. An~lisis de los cornponentes extra! 
dos con acetate de etilo: 
La primera operaci6n que hernos de realizar 1 
es concentrar esta fracci6n 1 mediante el empleo de un · 
rota vapor·, BUCHE, Rotavapor-R, hasta llevar a sequedad 
redisolviendo de nuevo en un disolvente apropiado, que 
puede ser cloroformo 1 para colocar el sistema en_ una 
placa y realizar la cromatograf!a en capa fi~a, que nos 
revelar~, de una forma orientativo, si hemes consigui-
do transformaci6n y de cuantos cornponentes disponemos 
.en el sistema ... 
11.6.3.2. An~lisis de la fracci6n acu6sa. 
En esta fracci6n se encontrar~n los restos 
celulares, as1 como las sustancias insolubles en aceta 
to de etilo. Como se recordara 1 en la Introducci6n de-
cfarnos que Kawara, Wang, Talalay ~1960 y 1962), Galey 
·col. ~1962), encuentran que las enzimas responsables 
de muchas transforrnaciones son intracelulares, por ·· 1o 
que hay que proceder al estudio de esta fracci6n, me -
diante disrupci6n ultras6nica del soma bacteriano, por 
si no hab1a side ya rota por la acci6n del acetato de 
etilo en la extracci6n, para liberar estos componentes 
y proceder ~a su estudio, por si algunos de ellos habia 
sido incorporado al-interior de la econorn!a bacter!ana. 
Para ellos recogemos el ·extracto acuoso y lo 
concentramos de manera similar al extracto del eluyen-
·te org~nico, en rotavapor, redisolvemos y procedemos a 
la cromatograf!a en capa fina, par si nos revela la 
presencia de algun componente de tipo esteroide. 
II·. 6. 4. Cromatografia en capa fina. 
Se utiliz6 gel de silice de la casa Merck en 
capas de 0,25 mm. de espesor. Como eluye~tes se emple~. 
ron mezclas de benceno-acetato de etilo en diferentes 
proporciones. 
Las placas se revelaron pulveriz~ndolas con 
una soluci6n de &cido sulfurico (4%), acido ac~tico 
(80%), y agua {16%), calentandolas posteriormente a 
120£ C. durante unos minutos. 
Adem~s de las manchas obtenidas y visibles a 
simple vista, se visualizaron a la luz de una l~mpara 
ultravioleta, de Ultraviolet Products, a 254 nm.de lon 
gitud de onda, en que adquir!an las manchas correspon-
dientes a los esteroides presentes, una fluorescencia 
amarilla. 
II.6.5. Cromatografia en columna. 
El tipo de columna utilizada es la denomina-
da comunrnente como columna seca. En ellas se utiliz6 
gel de 's!lice de la casa Merck, de 0,2 a 0,05 mm. (Ac-
tividad II - III). 
II.6.6. Puntas de fusi6n. 
Los puntas de fusion estan sin·corregir y 
fueron determinados en un aparato Kofler. 
II. 6. 7. Espectros infrarrojos. · · · 
Se obtuvieron en un espectrofot6metro Perkin 
-Elmer, mod. 2-57. En c~lulas de 0,1 mm. y disolviendo 
.en cloroformo. 
1!.6.8. Espectros ultravioletas. 
Se llevaron a cabo en un espectrofot6metro, 
Perkin-Elmer, mod. 402., empleandose celulas de 0,5 mm. 
de espesor, y etanol como disolvente. 
II.6.9. Espectros de Resonancia Magn~tica Nuclear. 
Se realizaron en un espectr6grafo Perkin-El-
mer, mod. R. 12B. Utilizando tetrametilsilano (TTS) C£ 
roo patr6n interno. Se emple6 cloroformo como disolven-
te. 
. ... 
II.?. Estudio Inmuno16gico. 
II.7.1. Inmunodifusi6n. 
En la comprobaci6n de la riqueza del titulo de 
anticuerpos del inmunosuero preparado como anteriormente 
expusimos, empleamos la tecnica de doble difusi6n en gel, 
segGn Ouchterlony, o inmunodifusi6n bidimensional en gel 
de agar ~Chordi y Kagan, 1964; Chordi y col., 1962; Tor-
roo y Chordi, 1965. La raz6n por la que· empleamos esta · 
tecnica la exquesita sensibilidad que presenta, aan rna -
yor que la obtenida mediante la inmunoelectroforesis,por 
lo que la empleamos continuamente para seguir el proces? 
de inmunizaci6n, comprobaci6n del tftulo de anticuerpos, 
y la detecci6n de su presencia. 
II.7.1.1. Preparaci6n del soporte semis6lido. 
Se utiliza gel de agar al 2% en un media 11 -
quido, compuesto de agua destilada Y.qesionizada y un 
tamp6n veronal a pH 8,5 y fuerza i6nica 0.,385. Su prepa-
raci6n la realizamos de la siguiente forma: 
Se disuelve el agar en agua destilada y desio-
nizada, operaci6n que se realiza al bafiomar!a, hasta que 
se disuelve el agar por compl~to, quedando el l!quido 
perfectamente transparente. El agar· empleado es el Agar 
Noble de la casa Difco. A continuaci6n se anade la solu-
ci6n de tamp6n verona!, a una temperatura de 37~ C. Dicho 
tamp6n se prepara de la siguiente manera: 
\) DE' 
..cl- 1':-Az ida de sodio •••••••••••.•• t t.""', 5 g . .,.1r 
I tJ("",., ~ I .) . 7 
Dietil barbiturate s6dico .• ·;;;: 9 gJ\ ~\ 
( .. ~: ;.i Agua destilada y desionizad 1.~. 90 m • ~ 
c_") ,.. 
. '.-~~~ ~ t:~ I 
ClH (8, 3 g. de ClH concentra /~11 . ~"' ~~ .. \" 
..... -:;:;.? 
en 91,7 ml. de agua destilaqa y 
~ 
desionizada) ..••.••.•••...••.•• 10 ml. 
Una vez realizada la mezcla, la pasamos a tubas 
de ensayo, la dejamos solidificar y la guardamos en neve-
ra hasta su utilizaci6n. 
La doble difusi6n se lleva a cabo en portaobje-
tos normales de microscop!a, sabre los que depositamos el 
. agar fundido,.al bafiomar!a, en una cantidad de 3,5 ml~pO£ 
taobjetos, lo dejamos solidificar, y lo_ guardamos en c~ma 
ras hlimedas, con un conservador de merthiolato de mercu -
rio como conservador. Estas c~maras hamedas las confeccio 
names con unas Placas Petri de 14.cm. de di&metro, dentro 
de. las cuales ponemos una placa petri de 10 em. de di~me-
tro como soporte de los portaobjetos. Colocamos agua y 
merthiolato al 1/1000, con un algod6n, para conseguir el 
ambiente hlimedo deseado. 
Una vez preparado el porta y para su utiliza 
75 
ci6n, se coloca sobre una plantilla en que tenemos dibuja 
do el modele de pocillos que vamos a utilizar y que reco-
gemos en la figura N~ II.4., en que vemos los diferentes 
modelos de pocillos que utilizamos en nuestro trabajo. E~ 
tos pocillos tienen un di~metro de 2 mrn. y se colocan si-
metricamente y a la misma distancia unos de otros, distan 
cia que era de· 2 mm. tambien. 
Hechos los pocillos, segun la disposici6n mas 
conveniente a los fines que nos propon!amos en cada caso, 
se colocaba en uno o rn~s de ellos, el inmunosuero y en los 
otros, que quer!amos enfrentar al rnencionado inrnunosuero, 
·los ant!genos que quer!amos analizar. 
Una vez realizada esta operaci6n,. se colocan los 
portaobjetos en la camara hlimeda y se llevan a la estufa a 
37~ c. para el desarrollo de la reacci6n. A las 24 horas , 
se pod!an ya leer los result~dos. 
II.7.1.2. Lectura de los resultados. 
Se realiza mediante un·visor de campo oscuro, de 
la casa Shandon Southern, en que colocarnos los portas en 
la mirilla superior, visualizandose perfectamente las ban-· 
das d~ preSipitaci6n, mediante la luz lateral del visor,lo 
~ 
que nos permite su dibujo y fotograf!a. 
Fig.II.4.•Esquema de 1~ disposici6n de los pocillos 
en los distintos tipos de inmunodifusi6n segun Ouch-
terlony empleados. 
Fig.II.5.-Esquema de la disposici6~ de los pocillos 
y canales para la inmunoelectroforesis.· 
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II.7.2. Inmunoelectroforesis. 
Se utiliz6 esta t~cnica para individualizar cada u-
no de los ant!genos obtenidos de las distintas prepara -
ciones bacterianas. Se utiliz6 el micrometodo de Scheide 
gger (1955) con las modificaciones descritas por Marti -
nes Reja y col. (1969). 
11.7.2.1. Material. 
Es el mismo utilizado para la electroforesis 
simple. 
II.7.2.2. Preparaci6n de portaobjetos. 
Fue similar a la des.cri ta par.a la elec.trofore-
sis. Una diferencia fundamental en la preparaci6n de po~ 
tas para inmunoelectroforesis. consist16 en ia elabora 
ci6n de canales, uno o dos, destinados a contener los in 
munosueros. Estos canales se practicaban en el seno del 
agar yen el centro del porta, en.sentido longitudinal , 
paralelamente al eje mayor del porta. La longitud de los 
canales era de 4,5 em. La preparaci6n de estos canales se 
realizaba mediante varillas met~licas de 2 mm. de di~me­
tro y 50 mm. de longitud. Estas barritas se colocaban so 
bre el portaobjetos antes de verter el agar fundido. Es 
te ocupa la superficie del portaobjetos, a excepci6~ del 
espacio ocupado por la varilla, que, al solidificarse el 
/:J 
agar y retirarse, dejaba excavado un surco en el agar, en 
forma de canal. La excavaci6n de pocillos se hizo exacta-
mente igual que para inmunodifusi6n y la electroforesis , 
mediante un sacabocados. Los pocillos mas utilizados con 
sistieron, para este trabajo, en un canal central y dos 
pocillos laterales, o dos canales laterales y un pocillo 
central, tal como representamos en ·la figura II.S. 
II.7.2.3. Electroforesis. 
Los portaobjetos preparados con pocillos y cana 
les, se colocabah en una cubeta de electroforesis Shan -
don, U-77. Los pocillos se rellenaban con el antt~eno co 
rrespondiente y se somet!an al paso.de la corriente elec-
trica en las mismas condiciones descritas para la electro 
foresis simple en agar~ 
II.7.2.4. Inmunodifusi6n~ 
Concluida la electroforesis; la placa central 
conteniendo suero humano y dextr~no, ~e in~roduc!a en un 
bano. de acido ac~tico al 2% con ei fin de fijar las pro -
t~!nas y el dextrano. As! fijad~s podr!an analizarse y 
calcular los desplazamientos respectivos. Los portas res 
tantes se colocaban en una camara hlimeda. Los canales se 
rellenaban con el inmunosuero correspondiente, mediante 
un capilar y se introduc!a en estufa a 37.2 C., donde se 
manten!an 8 a 24 horas. 
II.7.2.5. Lectura de resultados. 
Finalizado el tiempo de inmunodifusi6n,se estu 
diaban las preparaciones en fresco. La visualizaci6n de 
las bandas de precipitaci6n, resultado de la reacci6n ob 
tenida en el sene del agar entre los antfgenos separados 
por electroforesis y los antisueros contenidos en el ca 
nal, se hacia con iluminaci6n en fondo oscuro, con un vi 
sualizador. El estudio detenido de cada una de las prep~ 
raciones y la elaboraci6n de esquemas donde se hacia 
constar el numero de bandas, su morfologfa, intensidad y 
movilidad electrofor€tica, permitfa conveccionar un pa 
tr6n relative de los ant!genos diferenciados por·esta 
tecnica. 
Sistem~ticamente se efectuaban inmunoelectrofo 
resis de cada sistema a estudiar.por triplicado, para 
~na mayor seguridad en la in~erpretaci6n de las prepara-
ciones. 
II.7.2.6. Reforzamiento de las bandas de inmu-
noprecipitaci6n por ~cido t~nico. 
Cuando el sistema antigeno-anticuerpo analizado 
daba lugar a bandas de precipitaci6n muy debiles, se pudo 
comprobar que el ~cido t~nico producia un reforzami~nto . 
de las precipitaciones en el sentido que aumentaba la in-
tensidad de las bandas. Mediante esta tecnica se consigui6 
no 
mente tanico. 
,J 
!!.7.2.7. 
Terrninada la difusi6n, los portas son lavados du 
~ 
rante 48 horas. Posteriorrnente se secan bajo papel de fil 
tro, y,por dltimo, se precede a su tinci6n. La tinci6n P! 
ra prote!nas, en general,ha sido ~ base de Rojo de Thiazi-
na, segdn la tecnica descrita en !!.5.1.8. 
!!.7.2.8. Calculo de movilidades de las bandas 
de precipitaci6n. 
II.7.2.8.1 Movilidad absoluta. 
Se calculan de forrna.totalrnente igual al emplea-
do en el c~lculo en la electroforesis· simple en agar, con 
la Gnica variaci6n de que, aqu!, medimos ·los desplazamien-
tos de los areas de precipitaciori correspondientes a los 
·ant!genos desplazados por electroforesis. Se toma como pun 
to representative de cada arco, de la curva, el que corres 
ponde al centro de la zona ocupada por el antigeno. Gene -
ralmente, en los areas sirnetricos, el centro coincid!a con 
el acme de las curvas, en el caso de curvas asimetricas, o 
aplanadas, se tomaba como centro el punto medio. 
II.7.2.8.2. Movilidad relativa. 
Se toma co~o referencia la albumina del suero 
humano normal, detectada despues de cada electroforesis, 
por tinci6n con el Rojo de Thiazina. 
Una vez obtenidas las dist~ncias reales reco -
rridas por cada banda de inmunoelectroforesis, y. por la 
albumina, afiadiendo el desplazamiento aparente sufrido 
por el dextrano hacia el anodo, se calculaba la movili -
dad relativa en forma totalmente similar a la efectuada 
en la electroforesis simple sabre gel de agar. 
II.B. Sistem~tica de estudio. 
Como hemos expuesto en los objetivos de nues -
tro trabaj6, I.3., nuestra intenci6n es lade aportar al 
gunos datos para un mayor conocimien~o.de la dinamica de 
la transformaci6n bacteriana de los esteroides. No sola-
mente en el conocimiento de la composici6n antigenica de 
las cepas estudiadas, caso del an~lisis inmunoelectrofo~ 
r~tico directo de los $istemas hom6logos, por el enfren-
tamiento de cada ant!geno bacteriano con su antisuero ho 
m6~ogo, obtenido mediante.el proceso de inmunizaci6n de 
los conejos, sino correlacionar las identidades antigen! 
cas de las cepas entre sf, as! como com~letar el estudio 
mediante la confecci6n de un esquema complete de los efe£ 
tos de la inducci6n y represi6n enzimatica, representados 
por los cambios habidos despues de la adicion del sustra-
to esteroide. 
Este estudio implicaba no s6lo un enfrentamien-
to directo de los sistemas horn6logos, sino la confecci6n 
de un patron de estudio con enfrentamientos cruzados de 
los distintos sistemas implicados,bieri de ant1genos con 
antisueros simples o mediante la absorci6n de componentes 
comunes, para eliminarlos y ver cu~les nos quedaban como 
componentes propios de cada sistema ensayado. 
Todos los supuestos ensayados se .realizaban por 
triplicado cada vez, para tener mayor seguridad en la 
constancia de los resultados. De cada uno de los sistemas 
se hac1a un esquema, que no er~ sino la s!ntesis de los 
resultados obtenidos en preparaciones individuales. En o-
casiones, los resultados no eran todo lo claras que fuera 
de desear y se hac1a necesario recurrir a la esquematiz~ 
ci6n de las bandas de precipitaci6n que, a simple vista, 
podr!an enmascararse o interferirse.-En estos casos, el 
estudio detallado y minucioso de cada preparaci6n permi -
t!a aclarar la disposici6n de·las bandas de precipitaci6n, 
su morfolog1a y situaci6n. 
Una vez individualizada cada banda, se caracte-
rizaba, asignandole una denominaci6n que permitiese, en 
cualquier momenta, referirse a ella-. co 
rrespond!a a au movilidad relativa 
ciando entre s! a las que pudiesen 
dad identica, mediante un sufijo minus 
culas. 
As1 podemos diferenciar, por un lado, los en '-· 
frentamientos directos, representados en la Tabla I., de 
los enfrentamientos sencillos en ·que podemos encontrar la 
composici6n antigenica de cada sistema hom6logo, la comu-
nidad antigenica que pueda haber entre las cepas·inicia-
les y las variaciones experimentadas por la presencia del 
sustrato esteroide, tanto de cada cepa bacteriana, como 
las interrelaciones que puedan existir eritre ambas, en am 
bos supuestos. 
· Por otro lado confeccionamos una sistematica de 
.estudio complernentaria, mediante el empleo de enfrenta 
mientos de los sistemas antigenicos absorbidos, tal como 
describimos en el apartado II.3.4. 
En esta pauta utilizamos los siguientes siste -
mas: 
1.- El ant!geno correspondiente al B. sphaeri 
uu 
cus sin esteroides, enfrentado al inmunosuero horn6logo, 
absorbido con el ant!geno correspondiente al B. sphaeri-
cus con esteroides, en este caso, los sistemas enzirn~ti­
cos implicados ser!an, componentes comunes a ambos sist~ 
mas, que se combinar!an al enfrentarse, componentes ind~ 
cidos par el sustrato, que los llevar!a solamente al B. 
sphaericus sin· esteroides solament~~ por lo que queda 
r!an libres en el inmunosuero. 
Al enfrentarlos, se combinar!an los componen -
tes comunes, libres del ant!geno y el inmunosuero,que,en 
este·caso ser!an los correspondiente a los reprimidos 
por el'sustrato esteroide. 
Como control de que la absorci6n se realiza co 
rrectamente, enfrentaremos, tambien, por separado, el an 
t!geno B. sphaericus con ester~ides, al inmunosuero anti 
B. sphaericus sin esteroides, absorbido con el ant!geno 
con esteroides, que nos deber~ dar una reacci6n negativa, 
al ser todos sus componentes comunes absorbidos del inmu 
nosuero por la presencia del ant!geno utilizado. 
Para representar este sistema utilizaremos, en 
adelante la f6rmula siguiente: 
B s E I A~ti B s E (B b E) • 
Al sistema reaccionante, y: 
B C E I Anti B S E (B C E). 
Al control de absorci6n. 
2.- Ant!geno correspondient -~~t sphaericus 
"-.~ j':1 
. f..' .. 
con esteroides, que llevar~ los com ~t=- ~ntig~nicos 
u ' 
no moficados por el sustrato y los f. cidos p~r su pr~ 
sencia, frente al inmunosuero anti .~ spb9-.eri.cus con es 
0 ( t 
1'(.. ·(· • 
teroides, absorbido con el ant1geno'c · t~~iente al 
B. sphaericus sin esteroides, El inmunosuero llevar~ los 
componentes no modificados por el sustrato y los induci-
dos por el. El ant!geno B.sphaericus S.E., llevar~ los 
componentes no modificados y los reprimidos, por lo que 
·quedar!an eliminados del sistema reaccionante, los cornu-
nes, o sea los no modificados, quedando libres, en esta 
absorci6n, los inducidos del.ant!geno del B. sphaericus 
con esteroides, con lo que obtendr!amos estes componen -
tes. 
Como control de absorci6n ~~ilizaremos el sis 
tema Ant!geno B. sphaericus sin esteroides, ·enfrentad6 
al mismo inmunosuero anterior, el anti B. sphaericus con 
esteroides, absorbido con el ant!geno B. sphaericus sin 
ester6ides, que nos deber& dar respuesta negativa ya que 
quedan eliminados los componentes comunes con dicha ab -
sorci6n. 
Este supuesto lo representamos· de la forma si-
guiente: 
B C E I Anti B C E (B S E) • 
En que obtendremos los componentes reprimidos y, 
como control de absorci6n: 
B S E I Anti B C E (B S E) . 
3.- Enfrentando el antigeno correspondiente al 
Arthrobacter simplex sin esteroides, que llevar~ como com 
ponentes los correspondientes a los no modificados por el 
sus~rato, as! como los reprimidos por la presencia del 
sustrato esteroide, frente al inmunosuero anti A. simplex 
sin esteroides, absorbido con el ant!geno del A. simplexr 
' . 
con esteroides. En este sistema nos encontramos con los 
siguientes elementos, en el inmunosuero, los componentes, 
no modificados por el sustrato y los reprimidos por su 
presencia y en el antigeno, absorbente, 'tambien los no mo 
· dificados, que seran comunes, y los inducidos, por lo que 
· quedaria, eliminados los no modificados,. con lo que· que-
dar1an libres para combinarse con el ant!geno.utilizado 
en la reacci6n inmune, los componentes reprimidos,que nos 
quedar!an as! evidenciados. 
Como control de absorci6n utilizamos el inmuno-
suero anterior, frente al ant!geno absorbente, A. simplex 
con esteroides, que nos deber~ dar reacci6n negativa. 
Para exponer este sistema, lo representamos, en 
adelante, de la manera siguiente: 
A S E I Anti A S E (A C E) • 
En que tendr!amos los componentes reprimidos, y 
el control de absorci6n: 
~ C E I Anti A S E (A C E) • 
4.- Antigeno de Arthrobacter simplex con este -
roides, cuya composici6n ser~ los no modificados p~r el 
sustrato y los inducidos por el.Lo enfrentamos al inmuno 
suero anti Arthrobacter simplex con esteroides, absorbido 
con el antigeno A.simplex sin esteroides. El inmunosuero 
lleva componentes no modificados por· el sustrato junto 
con los reprimidos~ por lo que quedar!an eliminados del 
conjunto los no modificados, por lo que, al enfrentarle 
... 
al antigeno A. simplex con esteroides, obtendremos los 
componentes inducidos por el sustrato. 
Como control de absorci6n utilizamos el antige-
no A. simplex sin esteroides, que !leva los componentes 
no.modificados y los· reprimidos frente al mismo inmunosu~ 
ro, con lo que tendr!amos una respuesta negativa si la ab 
sorci6n ha sido total. 
Este sistema lo representamos de la siguiente 
manera: 
A C E I Anti A C E (A S E) • 
Que nos dara los componentes inducidos y, como 
control de absorci6n: 
A S E I Anti A C E (A S 
Hasta aqu! hemos estudiado 
na por 
rectos y previa absorci6n, podremos ver la composici6n 
total de los cornponentes antig~nicos de cada cepa bacte-· 
riana, tal como exponemos en los apartados III. 5., y s~ 
guientes. Pero tambi~n pretendemos,como expusimos en los 
objetivos de este trabajo, los componentes antigenicos 
que fuesen comunes a ambos sistemas bacterianos, por lo 
que tendremos que comp~e~ar el estudio, mediante la rea-
lizaci6n de los sistemas siguientes, cruzados. 
5.~ Ant!geno correspondiente ~1 A. simplex con 
esteroides, que llevara consigo los componentes no·modi 
ficados y los inducidos por el sustrato, frerite al inrnu 
nosuero anti B. sphaericus con esteroides, absorbido con 
el ant!geno B. sphaericus sin esteroides, que !levan, el 
inmunosuero, los componentes no modificados y los induci 
dos por el sustrato y el ant!geno absorbente, los campo-
nentes no modificados y los reprimidos por el sustra.to. 
De esta forma obtendr!amos los componentes antigenicos 
inducidos por el sustrato y que sean 
pecies bacterianas. 
Como control de absorci6n 
inmunosuero frente 
roides, que debera 
Este sistema lo representamos as!: 
A C E I Anti B C E (B S E) • 
es 
Que nos dar!a los componentes inducidos, cornu 
nes a ambas especies y, como control de absorci6n: 
B·S E I Anti B C E (B S E). 
6.- Ant!geno del B. sphaericus con esteroides 
cuya composici6n incluye los.no modificados y los indu-
cidos por el sustrato, frente al inmuno~uero anti A.sim 
pl~x con esteroides, con los componentes inducidos, y 
los no modificados,absorbido con el ant!geno A. si~plex 
sin esteroides, que lleva los componentes n~ modifica -
·dos y reprimidos por el sustrato. De esta forma obten-
.dremos los componentes inducidos por el sustrato este ~ 
· roide comunes a ambos sistemas bacterianos. 
Como control de absorci6n utilizarnos el mismo 
inmunosuero absorbido frente al ant!geno A. simplex sin 
esteroides, que nos debera dar reacci6n negativa. 
Este sistema lo-representamos as!: 
B C E I Anti A C E ( A S E) . 
Que nos dara los componentes comunes inducidos 
por el sustrato y el control de absorci6n: 
A S E / Anti A C E ( A S E) . 
7.- Antfgeno A. simplex sin esteroides, con los 
. . 
componentes no rnodificados y los re~rimidos por el sustr~ 
., 
to, frente al inmunosuero anti B. sphaericus sin esteroi 
des, que llevara los componentes reprimidos y los no rno~ 
dificados, absorb ida con el antigeno B .sphaericus con este-
roides, que lleva los componentes no modificados y los i~ 
ducidos por el sustrato. Asi obtendremos los componentes 
reprimidos, comunes a ambas cepas bacterianas. 
Como control de absorci6n utilizamos el sistema 
compuesto por el mismo inmunosuero absorbido, frente al 
_antigeno B. sphaericus con esteroides, que nos debera dar 
respuesta negativa. 
Estes sistemas los representamos as!: 
A S E /Anti B S E (B C E) . 
En que obtenemos los componentes reprimidos por 
el sustrato, que sean comunes a arnbas cepas bacterianas,y 
como control de absorci6n: 
B C E I Anti:B S E (B C E}. 
8,~ Antigeno del B. sphaericus sin esteroides, 
que lleva los componentes reprimidos 
los no modificados por el, frente al 
simplex sin esteroides, con los mism 
po:v:~i~~·~~~rato y 
. ' .t..f • \ 
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dificados y reprimidos, absorbido por 'el ant:.!geno·A. sim 
plex con esteroides, cuyos componentes~· l'o~:·no modif~ 
---...._ .. ;• 
cades y los inducidos. En la reacci6n obtenida con este 
sistema obt~ndrernos los componentes antigenicos ·reprimi-
dos comunes a ambas cepas bacterianas. 
Como control de absorci6n del inmunosuero em -
pleado anteriormente utilizamos el ant!geno absorbente,o 
~ea, el A. simplex con esteroides. 
Estos sistemas los representamos as!: 
B S E /·Anti A S E (ACE). 
En que tenemos los componentes reprimidos cornu 
nes a ambas especies, y el c~ntrol de absorci6n: 
A c E I Anti A s E A C E) • 
III. RESULTADOS 
..... 
III. RESULTADOS. 
Como dec1amos en los objetivos del presente tr~ 
bajo, uno de ellos era la bGsqueda de los sistemas enzim~ 
ticos implicados en la problem~tica de afj@ aci6n 
'~ p f:..'t- -1(; 
microbiol6gica de esteroides, mediante , /f~· , . est~gt~i6n 
de la dinamica enziiDatica expresada en ~~ nducci6~~ re 
. ' ' presi6n de estos sistemas, as! como acla ~·~.si~1iemas 
·, c:~ ..,_'. I 
.• ' '~">·, ·\..' 
pueden ser considerados como constitutivos ~etliante el 
·- •,.~ .... 
an~lisis comparative de las cepas bacterianas estudiadas, 
frente a un mismo sustrato esteroide, y considerando lo 
que suced!a en ellos segGn fuesen las cepas antes de la 
~dici6n del sustrato esteroide o despu€s ·de ella~ 
III.l. An~lisis antigenico directo del Bacillus sphaeri -
cus sin esteroides. 
En el analisis antigenico de esta cepa, Baci 
llus sphaericus, ATCC 7050, podernos distinguir dos partes, 
la pauta de inmunizaci6n seguida para la obtenci6n de los 
inmunosueros correspondientes, mediante la inoculaci6n ·:·.a · 
los conejos, segGn describimos en el ·apartado II.4.1., y 
el an~lisis inmunoelectroforetico realizado para la inve~ 
tigaci6n de los sistemas ant1geno-anticuerpo existentes , 
completado con las correspondient~s comprobaciones 
paralelas de identificaci6n de las bandas de precipita -
ci6n obtenidas en el mencionado an~lisis mediante inmuno 
difusi6n, segun la tecnica de Ouchterlony, tal como des 
cribimos en el apartado correspondiente,_ 
III.l.l. Proceso de inmunizaci6n: 
· Mediante la inoculaci6n a los 
extractos antigenicos obtenidos 
riormente, II.2.2.1., siguiendo 
ta, II.4.1.,mediante la inyecci6n de dichos extractos,en 
una concentraci6n de 10 ml/ml. Se emplearon los conejos 
N~.·12-2 y 72-3, segun el Archive de nuestro Departamen-
·to, y cuyo peso era de 5 y 6 cilos, respectivamente. 
Los datos relativos al numero de inoculaciones 
cantidades inyectadas; ·descanso entre los per!odos de 
.·· 
inoculaci6n y-las sangr!as pa~ciales realizadas para el 
control de la tasa de anticuerpos, los resumimos en· la 
Tabla II. En esta tabla se podra observar que tambien_in 
clu!mos los datos relatives a la tasa de anticuerpos ob 
tenida en las distintas sangr!as parciales realizadas,e! 
presadas en la curva que presentamos en la figura III. 
1., y cuyos resultados fueron obtenidos mediante la inmu 
nodifusi6n, segun Ouchterlony, enfrentando el ant!geno. 
correspondiente a distintas diluciones del antisuero,co~ 
.. 
Tabla II.Pauta de inmunizaci6n con el an~fgeno B S E. 
P~UTA DE INMUNIZACION 
CONEJO N~ 72-2 y 73-3 
ANTIGENO B.S.E 
Fecha Inocula-
.... N~ C10n 
I I 
.. 
1~ Serie 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
. '2.2. s·erie 
16 
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Fig.III.l.-Curva de la tasa de anticuerpos obtenidos 
en la inmunizaci6n de los conejos con el ant!geno B S E 
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Fig.III.2.-Esquema representative de los Ouchterlony 
realizados mediante el enfrentamiento de B S E frente 
al inmunosuero anti B S E. 
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cretamente, las diluciones del 1/1 al 1/32 , limite que 
consideramos suficiente para la realizaci6n de las prue-
bas de inmunoelectroforesis. Un esquema de las bandas ob 
tenidas en estas pruebas de inmunodifusi6n, es el que 
esta expresado en la Fig. N~ III.2., en que podemos ver 
que se producen cuatro bandas de precipitaci6n en la di-
luci6n 1/1, que se continuan estas en reacci6n de identi 
dad en la diluci6n siguiente, 1/2, que desaparece una de 
ellas al pasar a la diluci6n 1/4, que continGan las tres 
~. 
restantes en la diluci6n 1/8, desapareciendo otra en la 
diluci6n 1/16, continuandose e~tas dos en la diluci6n 
1/l2, que consideramos como titulo suficiente para la re 
alizaci6n de las inmunoelectroforesis que realizaremos 
posteriormente. 
En este estudio se enfrentaroni como antfge~o, 
el B S E y como inmunosuero el anti B S E. 
III.1.2. Analisis antigenico directo_ del sistema ho 
m6logo Bacillus sphaericus, ATCC 7055. 
Este estudio se realiz6 mediante la inmunoelec 
trofores.is, descri ta en II. 5., enfrentando el ant1geno B 
S E al inmunosuero anti B S E, o sea, el sistema hom6lo-
go del B. sphaericus sin esteroides. El objetivo perse -
guido en este supuesto fue el de averiguar la composi• · 
ci6n antigenica total del sistema mediante el enfrenta 
miento directo. 
Los resultados obtenidos se representan en el 
esquema Adela Fig. III.3., fueron los siguientes, ex-
presandolos en forma de bandas de precipitaci6n agrupa ·-· 
das por su movilidad relativa a la albumina. 
Dos bandas de precipitaci6n de movilidad -10 y 
-3, bandas muy marcadas, finas, ligeramente asirnetricas, 
y de aparici6n constante en todos· ·los sistemas ensayados·. 
Dos bandas de precipitaci6n de movilidad 3, de 
aparici6n constante en todos los ensayos efectuados, sr-· 
metricos, conc~ntricas,finas, nftidas e intensas. 
Dos bandas de precipitaci6n, de movilidad 6,s~ 
milares en caracterfsticas a las anteriores, excepto en: 
que s6lo aparecfan en un 50% de los ensayor efectuados. 
Dos bandas de precipitaci6ri, una de movilidad 
50 y la otra de 53, que rodeaban el pocillo.central,sie~ 
do unas bandas de aparici6n con~tante en todos los sis-
temas ensayados. Eran unas bandas intensas, mas marcadas 
sin llegar a ser muy gruesas, n!tidas, simetricas. 
Una banda de movilidad 73, fina, poco marcada, 
constante en su aparici6n, n!tida, con tendencia a apl~ 
Fig.III.J.~Esquema de las inmunoelectroforesis reali-
zadas enfrentando,en A el ant!geno B S E frente al in-· 
munosuero anti B S E,en B el antigeno A S E frente 
al inmunosuero anti AS E,en C el ant!geno·B C E 
frente al inmunosuero anti B C E,en D el antigeno. 
A C E frente al inmunosuero anti A C E. 
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narse. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 90,la£ 
ga, que parec!a prolongarse con las de movilidades 93 y 
96, y de identicas caracter1sticas. Aplanadas, nitidas , 
intensas, de parici6n constante. 
Una banda fina, de movilidad 106, poco defini-
da pero sin llegar a ser difusa, simetrica, de aparici6n 
constante. 
Una banda de movilidad 113, paralela a la ante 
rior, simetrica, fina intensa, constante tambien. 
Una banda de movilidad 116,5, muy marcada,gru~ 
sa, que cortaba a las de movilidad 106 y 126, intensa,nf 
tida, simetrica, de aparici6n constante. 
Una banda de movilidad 126,6, cortada por 1~ 
anterior, muy marcada, ancha, poco nitida, simetrica, y 
. . 
constante. 
En total se obtuvieron, mediante e~te enfrenta 
miento, 16 bandas de precipitaci6n para este sistema.Lue 
go veremos que insistimos en el estudio del sistema anti 
genico complete mediante la construcci6n te6rica, apart~ 
do III.5.1.4., coincidiendo en lineas general~s. 
... ,, v 
III.2. Analisis antigenico directo del Arthrobacter sim 
~ex, ATCC 6946. 
De manera similar a la llevada a cabo para el 
conocimiento de la composicion antigenica total del B. 
sphaericus, procedimos al an~lisis inmunol6gico de esta 
cepa, con id~ntica finalidad. 
III.2.1. Proceso de inmunizaci6n: 
.. 
Procedimos a la inoculaci6n de los conejos N~ 
72-10 y 72-11, de un peso de 4,5 y 5,3 kilogramos, con 
'los extractos antigenicos obtenidos segun describimos 
en el apartado correspondiente II.2.2.1., mediante la· 
inyecci6n en concentraci6n de 10 mg·./ml., siguiendo la 
pauta de inmunizaci6n ya descr ita, II. 4 .1., · ·y control an 
. I -
do la tasa de anticuerpos mediante la realizaci6n de 
·sangr!as parciales, y utilizando la tecnica de inmunod! 
fusion segun Ouchterlony, mediante diluciones del.suero 
~el conejo del 1/1 al 1/32, cuyo t!tulo consideramos su 
· ficiente para la realizaci6n del estudio inmunoelectro-
for~tico de las bandas de precipitaci6n correspondien -
tes a la reacci6n ant!geno anticuerpo. 
Los·resultados obtenidos, as! como los datos 
de nUffiero de inoculaciones, cantidades inoculadas, san-
gr~as parciales efectuadas y tasa de anticuerpos obteni 
.LV":J 
das en ellas, est~n resumidas en la Tabla III. 
Los datos relatives a la tasa de anticuerpos , 
con la curva obtenida en el proceso de inrnunizaci6n, es-
tan relacionados en la figura III.4. 
Inclufrnos, tarnbien, un esquema relative a las 
bandas obtenidas en los Ouchterlony, en la figura III.S. 
En este sistema se utiliz6 como inmunosuero el anti A S 
E, enfrentandolo al antfgeno A s E. En este esquema pod~ 
mos ver c6mo obtuvimos cuatro bandas de precipitaci6n en 
el pocillo correspondiente a la dilucion 1/1, continuan-
do tres de ellas' con reacci6n 'de'' 1dentida'd en el poci :-
llo corr·e·sp-o'n'di-ent·e a la diluci6n 1/2. Dos de estas ban 
das continuan en la diluci6n 1/4, asf co~o en la dilu 
cion 1/8. En el pocillo·que corresponde a la dilucion 
1/16, obtuvimos una sola banda de precipitaci6n, que se 
continua con otra frente al pocillo con la diluci6n 1/32. 
III.2.2. An~lisis antigenico directo del Arthrobac-
ter simplex, ATCC 6946. 
De igual manera a como lo efectuamos con el B. 
sphaericus, procedimos a la investigaci6n antigenica di-
recta de esta cepa bacteriana. 
Las inmunoelec:t'roforesis se realizaron median-
110 
Tabla III.Pauta de inmnnizaci6n con los ant!genos 
A S E,A C E y B C E. 
PAUTA DE INMUNIZACION 
CONEJO N~ 72-10 y 72-11 
ANTIGENO A.S.E 
Fecha Inocula- Dia 
cion N~ 
\ 
·, 
12. Serie 
1 1 
2 3 
3 5 
4 8 
5 10 
6 12 
7 15 
8 17 
9 19 
10 22 
11 24 
12 26 
13 29 
14 31 
15 33 
22. Serie 
16 43 
17 45 
18 47 
19 50 
20 52 
21 54 
22 57 
23 59 
24 61 
25 64 
26 66 
27 68 
. 28 70 
29 73 
30 74 
I_ 
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Fig.III.4.-Curva de la tasa de anticuerpos obtenidos 
en la inmunizaci6n de los conejos con los antfg~nos 
A S E,A C E y B C E. 
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Fig.III.S.-Esquema de los Ouchterlony realizados 
enfrentando los antfgenos A 8 E,A C E y B C E a 
su inmunosuero hom6logo. 

te el enfrentamiento directo del ant1geno A S E con el 
inmunosuero anti A S E. 
El esquema de las bandas de precipitaci6n ob 
tenidas en este sistema est~ representado en la Fig. 
III.3. 
Los resultados que obtuvimos los expresamos, 
igual que en el caso anterior, mediante la movilidad re 
lativa a la albumina de las bandas de precipitaci6n co 
rrespondientes. Estos fueron: 
Una banda de precipitaci6n de movilidad -7,d! 
fusa, aplanada, con aparici6n espor~dica. Una banda de· 
precipitaci6n de movilidad 29, simetrica, bien marca-
da, intensa, fina 1 constante en su. aparici6n. Una ba.nda 
de movilidad 44, que corta a la anterior, simetrica, in 
tensa, fina, con una constanciq total en su aparici6n . 
Dos bandas de movilidad 55, paralelas, simetricas, fi-
nas, intensas, n1tidas, constantes en presencia, que de 
. nominaremos 55a y 55b. Dos bandas. de movilidad 62, de 
i~uales caracter1sticas a las anteriores y que denomina 
remos 62a y 62b. Una banda de movilidad 74, aplanada,l~ 
geramente difusa, fina con una frecuencia en su apari -
ci6n de un 70%. Una banda de movilidad 85, fina, interr-·· 
sa, n1t~da, simetrica, que aparece constante en todos 
los ensayos efectuados. 
En resumen, la composicion antigenica total de 
este sistema, obtenida por el enfrentamiento directo del 
sistema hom6logo, fue de 9 bandas de precipitaci6n. Al 
igual que el caso anterior, luego volveremos a conside -
rar dicha composici6n antig~nica, ya que, a partir de 
los distiritos 6ompuestos planteados; llegamos a la com -
posici6n t~6rica total de este complejo antigenico. 
III.3. An~lisis antigenico directo del B. sphaericus, AT 
CC 7055, con adici6n de esteroides. 
Partimos, para el es.tudio 'de este apartado, de .; 
los antfgenos obtenidos segun describimos en el apartado 
II.2.2.1., y siguiendo la pauta utilizada con las cepas 
anteriormente descritas. 
III.3.1. Proceso de inrnunizaci6n de los conejos: 
Para el estudio de este sistema se utilizaron 
los conejos N.Q. 72-7 y 72-8 segun la numeraci6n de nues -
tro archivo de animales. Su peso fue de 4,8 y 4,2 Kg.re~ 
pectivarnente. 
La pauta de inmunizaci6n, asf como todos los 
datos obtenidos, inoculaciones, concentraci6n del extrac 
to antigenico, tasas de anticuerpos obtenidas, etc.,fu~ 
ron totalmente iguales a las obtenidas para el A. sim 
plex sin esteroides, por lo cual nos remitimos a ellos, 
para evitar repeticiones. Tabla III. y Fig. III.4. 
III.3.2. Analisis antigenico del B c E. 
Este an~lisis, de igual manera que los realiza 
dos en los sistemas anteriore~, fue llevado a cabo· me 
diante la utilizaci6n de las tecnicas de Inmunoelectrofo 
resis, para la busqueda de ms bandas de precipitaci6n 
corr~spondientes al complejo ant1geno-anticuerpo, y la 
inmunod~f~~{6n, para controlar las identidades observa -
das en algunas bandas. 
Para.ello procedimos al enfrentamiento directo 
del sistema ant!geno B C E frente al inrnunosuero anti B-
e E. El esquema complete de las bandas obtenidas en es 
te caso, estan resumidas en el esquema de la Fig. III.3. 
c. 
Los resultados obtenidos los resumimos, agru -
p~ndolos por similitud en la movilidad relativa a la al-
blimina, dieron los siguientes grupos: 
Un grupo de bandas de movilidad comprendida en 
tre 50 y 56·, con un total de tres bandas. Un grupo de 
bandas de movilidad comprendida entre 100 y 109,5, con 
·~~· Dt:~ 
; ',\, ~ _,;_, 
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un total de cinco bandas. 
En total obtuvimos ocho bandas de ~ef1pi~, ij 
ci6n en este sistema; q~e corresponder!an a ,~,tal_ d~ 
bandas de este sistema, B c E/anti B c E, o '~i'cia,s·· .~· 
~.9/,f - ~ ~·) 
enfrentamiento directo. 
Tarnbien en este caso, como en el de III.1.2., 
y III.2.2., en que encontramos bandas con la misma· mov~ 
lidad,las distinguimos entre s! mediante la utilizaci6n 
de letras minusculas, que nos individualizarian estas 
bandas. 
III.4. Analisis antigenico del Arthrobacter simplex, 
ATCC 6946, con adici6n de esteroides. 
Partimos, para este estudio, de los extractps 
antigenicos obtenidos en el; apartado II.2.2.1., y si-
guiendo la pauta ya descrita para los. demas sistemas. 
III.4.1. Proceso de inmunizacion de los conejos:· 
Este proceso se realiz6 de manera similar a 
la efectuada en el sistema A S E, en que, incluso, se 
obtuvieron los mismos resultados, tanto en el proceso 
de inmunizaci6n, en que fueron identicos los datos rela 
tivos al nlimero, concentraci6n de los extractos inyec-
tados, como a la tasa de anticuerpos obtenida, por lo que 
nos remitimos a la Tabla III. y Fig. III.4., para evitar 
repeticiones. 
Los conejos utilizados fueron los N~ 72-12, y 
72-13, con m peso de 5 y 4,6 Kg. 
III.4.2. An~lisis antig~nico. 
Fu~ realizado mediante la utilizaci6n .de las 
tecnicas ya descritas de inmunoelectroforesis e inmunodi 
fusi6n, en que obtuvimos los resultados siguientes, tam-
bien agrupados por zonas de movilidades relativas a la 
albUmina lo m~s hom6genas posibles, enfrentando el sis-· 
tema ant!geno A C E, frente al inmunosuero anti A C E. 
Los resultados los resemimos en el esquema D. de la Fig. 
III.3. 
Un grupo de bandas de ·precipitaci6n, con movi-
lidades comprendidas entre 50 y 55, con un ·total de tres 
bandas. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad relati 
va ·de 73. 
Un grupo de- ban·da·s de movilidad comprendida en 
tre 106, y 109,5, con un total de dos bandas. 
Un grupo de bandas de movilidad comprendida en 
tre 126,6 y 136,6 con un total de dos bandas. 
El numero total de bandas de precipitaci6n obt~ 
nidas por el enfrentamiento directo del sistema ACE/an-_ 
ti A C E, fue de ocho bandas, que consideramos la compos! 
ci6n antigenica total de este sistema. 
Tambien en este ·caso obtuvimos bandas con iden-
tica movilidad, que identificamos con letras rninusculas . 
.. 
III.S. Estudio de la inducci6n y re£resi6n enzimatica. 
Como consideraciones iniciales a este apartado 
de los resultados obtenidos, hemos de exponer las bases 
te6ricas de.que hemos partido para la confecci6n del es~ 
. . 
tudio de la dinamica de las enzimas·implicadas en la pr£ 
blematica objeto de nuestro trabajo, con las variaciones 
observadas al realizar los an4lisis antigenicos corres -
pondientes a los sistemas ensayados, realizando los en -
frentamientos que influir!an en el camio de condiciones, 
a saber, los sistemas cruzados sin esteroides y despues 
de la adici6n de esteroides. 
Hemos construido un modele directo de la comp£ 
sici6n antigenica· ·de las 'cepas empleadas, mediante el en 
frentamiento de los ant1genos frente a sus pripios anti-
sueros. Partiendo de esta base, hemos confeccionado una 
metodolog!a de trabajo en que podr1amos ver que sistemas 
son comunes a los dos sistemas, con y sin esteroides,co~ 
ponentes antigenicos inhibidos por la presencia de este 
roides, componentes antig~nicos inducidos por su prese~ 
cia, y componentes· comunes a ambos sistemas. 
Este planteamiento.te6rico es el misrno para 
las dos cepas bacterianas empleadas, utilizando las si 
guientes denominaciones: 
Prote!nas reprimidas: prote!nas presentes en 
los cultivos sin esteroides y ausentes en los cultivos 
·esteroides. 
Prote!nas inducidas: aquellas ausentes en el 
cultivb sin esteroides y presentes en los cultivos con· 
esteroides. 
Prote!nas no rnodificadas: aquellas que encon-
tramos en ambos cultivos. 
La explicaci6n de estas denominaciones es ob-
via. Los componentes antigenicos no modificados, esta -
I 
I 
ran presentes en ambos sistemas. Los componentes antige 
'nicos reprimidos por la presencia del sustrato, estar~n 
presentes en el B S E pero ausentes en el B C E. Los 
componentes inducidos por la presencia d~l sustrato, es 
taran presentes en el sistema B c E, p~ro ausentes del 
sistema B S E. 
ll~ 
El analisis de estos grupos de protefnas lo 
conseguiremos enfrentando los siguientes sistemas: 
A) Para la investigaci6n de los componentes 
no modificados, enfrentando los sistemas B S E/anti B C 
E y B C E/anti B S E, entendiendo siempre que colocamos 
en primer·lugar el antfgeno y ala derecha de la barra 
el antisuero correspondiente. 
B) Para la investigaci6n de los componentes 
reprimidos por la presencia del sustrato, se utiliz6 el 
sistema B S E/anti B S E (B C E}, es decir, mediante la 
absorci6n par parte del antfgeno con esteroides, de los-
componentes comunes con el sistema sin esteroides, se-
gGn explicamos en el apartado II.l.4. 
·-· 
C) Investigaci6n de los compo?~ntes inducidos 
por el sustrato, mediante el enfrentamiento B C E/anti 
B C E(B S E), en que, por absorci6n,_ hemos eliminado 
del media, los componentes comunes entre el B C E y el 
B S E, con lo que s6lo quedarfan los _componentes induci 
dos en el antisuero B C E. 
A partir de estos datos preli~inares1 podemos 
ya confeccionar un panorama c9mpleto del estudio enzim~-
tico de cada sistema, mediante la confecci6n de una Ta-
blar-resumen que iremos c"olocando los distintos componentes 
ordenados en columnas, segun su movilidad relativa a la al 
bumina. 
Columna N~. 1, en que ir~n expresados todos aqu~ 
llos componentes antigenicos que nos hayan dado bandas de 
precipitaci6n por el enfrentamiento directo de los ant!ge-
nos con el inmunosuero correspondiente al sistema contra -
., 
rio, es decir, antfgeno B S E frente al inmunosuero anti B 
i 
C E. Antigeno B C E frente al inmunosuero anti B S E, con 
lo que obtendr!amos la totalidad de componentes comtines en 
ambos sistemas. 
Columna N~·. 2, en que colocamos los componentes 
reprimidos por la presencia del sustrato esteroide, y que 
obtuvimos mediante el enftentamiento del ant!geno B C E, 
frente al inmunosuero anti B S E, absorbido en sus campo~ 
nentes comunes con el ant!geno B c E ,·que nos eliminarta, 
de dicho inmunosuero, aquellos ant!genos compartidos, que-
d~ndonos, solamente, los correspondientes a ios reprimidos 
ya que, los inducidos, que tambien ·estar!an presentes en 
el ant!geno B c E,· al no enfrentarse ·con un inmunosuero 
que los contenga, no reaccionar!an. 
' . Columna N~. 3,en que expresamos los componentes 
antigenicos inducidos, obtenidos mediante el enfrentamien-
to del ant!geno B C E al inmunosuero anti B C E,absorbido 
con el ant!geno B S E , que eliminarfa los componentes c~ 
munes, pero, al no llevar el inmunosuero los anticuerpos 
correspondientes a los componentes reprimidos, que s! es-
tan en el ant!geno B S E, no reaccionarfan, manifest~ndo-
se, solamente, los componentes inducidos. 
Columna 4 a 6, en que obtenemos la composici6n 
antigenica total del B s E, mediante la deducci6n te6rica 
mediante, en primer lugar, la composicion te6rica, colum-
na 4 obtenida por la suma de las columnas 1 y 2, que com-
prenden los componentes comunes a ambos sistemas, mas los 
correspondientes a los reprimidos, gue nos daria el total 
te6rico de los· componentes antig€nicos. En la columna 5, 
ponemos los revelados por la reaccion directa del sistema 
·hom6logo. En la co1ilinna 6 obtenemos, por fin, la compos.!. 
ci6n antigenica total, final, del sistema estudiado. 
· Columna 7 a 9, en que obten.emos los componentes 
antigenicos totales del sistema-B C E, mediante un razona 
miento analogo al anterior. Columna ·7, en que obtenemos , 
la composici6n antigenica teorica del sistema, por la su 
rna de las columnas 1 y 3, una de los componentes comunes, 
y la otra a los inducidos por la presencia del sustrato. 
La columna 8, en que obtenemos la composici6n por enfren-
... 
tamierito directo del sistema en 
que, por suma de las columnas 7 y 8, 
sici6n final del sistema. 
III.5.1. Estudio de la 
tica en el Bacillus sphericus ATCC 1755. 
Expuestas ya las l!neas generales de este est~-· 
dio, pasamos a exponer los resultados obtenidos con cada 
., 
componente en particular. 
. 
III. 5 .1.1. Componentes no modificados de los :" 
sistemas B S E, y B C E. 
Este estudio se realiz6 mediante el enfrenta -
. miento del antfgeno B S E frente al inmunosuero anti B C 
E y del ant!geno B C E .f.rente ·al inmunosuero B S. E. Repr~ 
sentado en los esquemas A y B de la Fig. III.6. 
Observamos, en este sistema, la aparici6n de 
una banda de movilidad -23, ancha, algo difusa, intensa, 
que parec!a continuaci6n de la banda de movilidad 16, y 
que detect~bamos en la totalidad de inmunoelectroforesis 
efectuadas. 
Con una movilidad un poco menor, de -15, obser-
vamos la aparici6n de tres bandas -15a, 15b,y-15c, con-
c~ntricas, simetricas,pequefias,finas, muy nitidas e 'inten 
Fig.III.6.-Esquemas representando las inmunoelectro -
foresis realizadas enfrentando ,en A el a~tfgeno B S E 
frente al inmunosuero anti B C E,en B el ant!geno 
B C E frente al inmunosuero anti B S E,en C el ant~­
geno B S E frente al inmunosuero anti B S E absorbido 
con el ant!geno B C E,en D el antfgen6 B C E frente 
al inmunosuero anti B S E absorbido con el ~ntigeno 
B C E como control de absorci6n. 
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sas, y que encontramos en todos 
En algunos casos, nos encont· 
da, de movilidad -10, que nos aparecia 
con una frecuencia de un 25%·, 
trica y pequena. 
sime 
En la zona de movilidad -3 y 3, encontramos 
dos bandas, que unas veces aparecian simultaneamente en 
la movi~idad 3 y otras en la la 3 y una en -3. Son unas 
bandas pequenas. poco marcadas, concentricas, simetricas 
finas y algo difusas. 
E~contramos otra banda de movilidad 16, que pa· 
rec1a continuarse con la de movilidad -23, ancha fuerte, 
sin difusi6n, algo aplanada, y constante en su aparici6n. 
Sabre la movilidad 50 encontramos un total de 
tres bandas, dos de 50 y una de·S3.· Una de las de movili 
dad 50 fue la unica que detectamos con el sistema antige 
no B C E frente al inmunosuero anti B S E .. De estas ban-
das, una de ellas r6deaba al pocillo, siendo pequena, y 
algo difusa. La otra de movilidad 50 adoptaba una forma 
de hoz, siendo fina, muy intensa, muy n!tida y aparecie~ 
do en todos los ensayos efectuados. La de movilidad 53 , 
era mucho mayor, m~s lejana al pocillo, muy intensa, an 
cha, n!tida, simetrica y cortaba a la ~e movilidad 16.La 
encontramos en todos los ensayos. 
Estos datos los resumimos en la columna 1 de 
~ia Tabla IV. 
Encontramos otra banda de movilidad 56, que so 
lamente aparec1a en el enfrentamiento ant!geno B C E an 
tisuero B S E, como una banda de caracter1sticas simila-
i 
res a la de movilidad 53 del sistema inverse, por lo que 
nos inclinamos a pensar, dado que esta Gltima banda no a 
parecia en dicho sistema, que eran las mismas, aunque ea 
este caso, era mucho menos intensa y mas fina, aunque 
conservaba la nitidez. 
En la zona entre 80 y 90, encontramos un total 
.de tres bandas de precipitaci6n, pero siempre que utili-
z~bamos el ant!geno B S E y nunca en el caso inverso.Una 
banda, la de movilidad 80 tend1a a unirse a la de movili 
dad 50 mas alejada del pocillo, en la porci6n distal del 
mango de la hoz,siendo cortada, a su vez, por una espe -
. . 
cie de ramificaci6n que sal!a de la banda de movilidad 
50 mas interna. La de movilidad 83 se.cortaba con laban 
dade movilidad 53, y lade movilidad 90, formaba como 
un puente de uni6n entre las bandas de.movilidad 106, y 
80, tangenriialmente a esta Gltima. Las caracter!sticas 
morfol6gicas de 
finas, nftidas, 
indicadas, y de 
yos realizados. 
En· el s·istema ant1geno B C E 
·suero anti B s E, detectamos una banda de movilidad 106. 
Se trata de u~a banda muy iri£~nsa·, 'fina, n!tida, y si-
metrica y que encontramos constantemente en todos los 
ensayos, pon la salvedad apuntada de su aparicion en uno 
u otro sistema. 
·En~ontramos otras tres bandas de movilidades 
113, 116,5 y 126,5., que se tocaban en su extreme prox! 
mal, siendo las tres iguales en caracter!sticas, finas, 
intensas, n!tidas, simetricas, aunque con distinto cen-
tro, de aparici6n constante·~···-s6lo las detectc~bamos al u 
tilizar el B S E ~omo antigeno.Por lo.tanto, el total 
de bandas encontradas, en este estudio, fue de 19 ban -
das de precipitaci6n. 
III.5.1.2. Componentes [~primidos del Baci 
llus sphaericus ATCC 7055. 
En el estudio de este sistema utilizamos ant! 
gena del Bacillus sphaericus sin esteroides, que lleva 
los componentes totales de 2 cepa 
los no modificados por el sustrato 
su presencia, enfrentado al inmunosuero 
!leva los mismos componentes, absorbido 
correspondiente al Bacillus sphaericus con esteroides,· 
eliminara los componentes comunes, no modificados , no 
reaccionando los inducidos, por lo que obtendremos la 
composici6n antigenica reprimida por el sustrato en for 
rna de bandas de precipitacion. Representado en el esqu~ 
rna C de la Fig. III.6. 
Los resultados obtenidos fueron los siguientes 
expresados como tales bandas, por su movilidad relativa 
a la albumina: 
Una banda de ·precipitaci6n, de movilidad 7, 
simetrica, constante en su aparici6n, f~~rte, fina, n!-
tida. Una banda· de precipitacion de movilidad 14, de ca 
racter!sticas similares a la anterior. Una banda de pr~ 
cipitaci6n, de· movilidad 55, muy intensa, simetrica, 
que bordea el pocillo, n!tida, fina y de aparici6n cons 
tante en todos los ensayos e·fectuados. Una banda de 
precipitaci6n de novilidad 70, pequefia,gruesa, n!tida , 
intensa, que parec!a desgajarse de la anterior, simetr! 
ca y contante en su aparicion. Una banda de precipita 
ci6n de movilidad 92, amplia, con tendencia a aplanarse, 
simetrica, fina, intensa, nftida, de aparici6n constante 
en todos los ensayos efectuados. Una banda de precipita-
ci6n de movilidad 100, muy intensa, simetrica, con ten -
dencia a curvarse bacia arriba, nftida y de aparici6n 
constante en todos los ensayos. 
En total se obtuvieron seis bandas de precipi-
taci6n como composici6n antigenica reprimida par el sus-
trato esteroide. 
Como control de absorci6n se utiliz6 el siste-
rna antfgeno B. sphaericus con esteroides, frente al mis~ 
. . 
mo inmunosuero absorbido, en que,s6lo se obtuvieron unas 
nubes que corresponderfan a las movilidades 92 y 103,por 
su posici6n, pero que no podemos.considerar como bandas, 
ya que no eran constantes en su aparic16n, y solamente , 
se evidenciaban como una nube dando la impresi6n de que 
eran restos de los componentes que no eran totalmente ab 
sorbidos del inmunosuero correspondiente, por lo que p~ 
demos dar como buena la absorci6n del sistema. 
Este sistema esta representado en el esquema D 
de la'Fig. III.6. 
III.5.1.3. Componentes inducidos del Bacillus 
sphaericus ATCC 7055. 
Fig.III.l.-Esquema de las inmunoelectroforesis rea-
li~adas enfrentando los sistemas,en A el ant!geno 
B S E frenta al inmunosuero anti B C E,en B el an-
t!geno B C E frente al inrnunosuero anti B S E,en C 
el ant!geno B S E £rente al inmunosuero anti B C E 
absorbido con el antfgeno B S E como control de ab-
·sorci6n,en D el antfgeno B C E frente al inmunosuero · 
anti B C. E absorbido con el ant!geno B S E. 
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Para este estudio utilizamos el sistema antf-
geno B C E frente al inmunosuero anti B C E, absorbido 
con el ant!geno B S E, para eliminar dejando libres so-
lamente los inducidos por el sustrato, ya que lor repri 
midas, que tambien estar!an presentes en el antigeno B 
S E, no reaccionar!an al carecer el inmunosuero utiliza 
do de los anticuerpos correspondierites. Par lo que ob-
tendrfamos la composici6n antigenica inducida como ban 
das de precipitaci6n. Estes resultados estan expuestos 
en el esquma.D de la Fig. III.7. 
Los resultados obtenidos son los expu~stos en 
la columna 3 de la Tabla antes mencionada. 
Se obtuvieron los siguientes resultados: 
Una banda de precipitaci6n de movilidad -11, 
levemente ~ifusa, un tanto asim~trica, par aplanarse en 
su centro, poco intensa, de aparicion poco frecuente,de 
un 25% aproximadamente.Dos bandas de precipitaci6n de 
movilidad relativa de 77, simetricas, concentricas, fi 
nas, intensas, n!tidas y de aparici6n cons£ante.Una ban 
da de precipitaci6n de movilidad 96, intensa, simetri-
ca, fina, n!tida, (~ue corta las de movilidades 107, y 
114,5. De aparici6n constante en todos los ensayos efe£ 
tuados Una banda de movilidad 107, de aparici6n cons-
tante, n!tida, fina, sim€trica, que forma un area secan 
te con las bandas anterior y posterior en movilidad.Una 
banda de movilidad 114,5, de aparici6n constante, fina, 
intensa, nftida, simetrica y que se corta con las dos 
bandas anteriores. 
En total se obtuvieron seis bandas de precip! 
taci6n como componentes antig€nicos.inducidos. 
Como control de absorci6n utilizamos el siste 
ma antfgeno B S E frente al inmunosuero B C E absorbido 
cbn el mismo ant!geno, que deber1a darnos una res~uesta 
negativa por eliminaci6n de los componentes comunes,p~ 
ro observamos la aparici6n de ·dos bandas de precipita -
ci6n, de movilidad -11 y 114,5, iguales a dos de las 
aparecidas en el estudio de los componentes inducidos, ··:-;:~·~ 
por lo que las eliminamos como tales, y ·supo~iendo que 
este· re·sultado an6malo, se deba a. defectos de absorci6n 
aunque insi~timos en que siempre que utilizamos como a~ 
tigeno el correspondiente al B C E, nos hemos encontra-· 
do con resultados sorpresa por alguna acci6n ligada a 
la presencia del sustrato esteroide~ que si bien actua 
como un agente inmunizante normal en los conejos, en 
cuanto realizamos pruebas "in vitro" con ~1, _se compor-
ta de una manera muy extrafia, bien porque la reacci6n 
antfgeno anticuerpo nos de un resultado mas pobre, o PO£ 
que la respuesta sea totalmente inesperada. Tenemos la 
intenci6n de profundizar en el estudio de este fen6meno. 
Esquema C de la Fig. III.?. 
Nos queda, por tanto, como composi~i6n anti-
genica inducida de esta bacteria, un total de cuatro ban 
·das de precipitacion, correspondientes a las movilidades 
~ 
77a, 77b, 96, y 107. 
III.5.1.4. Composici6n aritigenica total del 
Bacillus sphaericus, ATCC 7055, deducido de los resulta-
dos obtenidos: 
Hab!amos realizado ya en un apartado ante -
rior, un estudio·del contenido antigenico total por en-
frentamiento directo del sistema hom6logo ant!geno B f E 
i 
frente al inm~nosuero correspondiente. En este apartado, 
queremos llegar ~ su composici6n antigenica total, ~am -
bien, pero deduciendola a partir de los resuitados obte-
nidos con los distintos supuestos ensayados, con los 
enfrentamientos descritos y teniendo en cuenta las dis 
tintas caracter!sticas de .dichos componentes, es decir, 
los componentes reprimidos y los no modificados. 
Volviendo al resumen expuesto en la Tabla IV, 
.. · 
esta cornposici6n nos la darfa la suma de las columnas 1 
y 2 de la mencionada Tabla, con lo que obtendremos la 
composici6n te6rica total de dicha cepa, en sus campo -
nentes antigenicos. 
Esta suma total la recogemos en la columna 4 
de dicha Tabla, con un total de 25 bandas de precipita-
ci6n, que nos darra un total te6ric6. 
Esta composici6n deberia ser igual a la detec 
tad~ por el enfrentamiento directo, expresado en la co-
lumna 5 de dicha tabla, en que totalizamos 16 bandas 
de precipitaci6n, utilizando el sistema hom6logo antig! 
no B S E frente al inmunosuero correspondiente~ Vemos, 
no obstante, que hay una diferencia de 10 bandas, que 
corresponderfan a aquel1as comunes con el sistema con 
esteroides, que podria haber influido· en su revelado , 
asf como a unas bandas, las de movilidad 6a y 6b,73, 93 
r que solamente fueron detectadas mediante el sistema ho-
m6logo, mientras que la deducci6n te6rica obtuvo rn~s 
bandas en zonas que este sistema horn6logo di6 un nUmero 
relativamente corto de ellas~ Asf nos encontramos con 
que las bandas de movilidad 7 y 14 las encontramos en-
tre las reprimidas con la presencia del sustrato, pero 
no las detectamos directamente.La banda.16 apareci6 en 
el sistema cruzado, como no modificada por el sustrato. 
Las bandas 53, y 56, las detectamos tambien en el enfren 
tamiento cruzado. La banda 55, la encontramos entre las 
reprirnidas. Las bandas 80 y 86 las encontramos en los 
enfrentamientos cruzados. La banda 92 la encontramos 
entre las reprimidas, de la misma forma que la 100. 
La composicion antigenica total de este siste 
. ·, 
rna, la obtuvimos por la suma de las columnas 4 y 5 de 
la mencionada Tabla, encontrando un total de 31 bandas 
de precipitaci6n,que consideramos el total de componen-
tes antigenicos del sistema detectados en nuestros exp~ 
rirnentos. 
III.5.1.5. Composici6n antigenica total del 
Bacillus sphaericus ATCC 1055, con esteroides, deduci -
dos de los resultados anteriores. 
Conocida ya la coroposici6n antigenica total 
de este sistema, mediante el enfrentamiento directo del 
sistema hom6logo, descrita en el apartado III.3.2. qu! 
simos llegar ala deducci6n te6rica.final de este siste 
rna, ~asarrdonos· en los resultados obtenidos en los dis -
tintos enfrentamientos efectuadosi c6n la caracteriza -
ci6n de los distintos sis~emas implicados en la trans -
:formaci6n del sustrato utilizado. 
A partir de aquellos datos queremos llegar a 
una composici6n que incluya todos los componentes, ya 
· sean no modificados, como 'inducidos por la presencia del 
sustrato. Como es obvio suponer, esta deducci6n te6rica, 
nos permitira encontrar componentes que ·puedan enmasca -
rarse en la busqueda directa, maximo teniendo en cuenta 
la pobreza de respuesta obtenida siempre que se utiliza-
ba como ant1geno uno proveniente de una cepa con esteroi 
des. 
En el analisis directo de este sistema nos en-
contramos con un total de ocho componentes antigenicos, 
·e~puestos en la columna 7 de la tan. repetidamente mencio 
nada Tabla IV. 
En la deducci6n te6rica de los mencionados com 
( I 
\ 
pon.entes·, nos encontramos, sin embargo, 'con un total de 
23 bandas de precipitaci6n. A esta cifra se lleg6 por la 
suma de las bandas correspondientes a las columnas 1 y 
3 de dicha Tabla, que incluye los componentes no modifi-
dos y los inducidos. Como, vemos hay una diferencia imp~r 
'tante en el numero de bandas, 8 en total, lb que esta de 
acuerd6 con lo que hab!amos observado en la pobreza de 
respuesta en cuanto al nlimero de bandas de precipitaci6n 
con este sistema. 
Tabla IV.-Recoge la composicion antigenica total del 
B.sphaericus,expresando en la colurma 1 los componen-
tes no modificados,en la columna 2 los componentes 
reprimidos,en Ja columna 3 los componentes inducidos, 
en la columna 4 la composici6n antigenica te6rica 
del B S E.En la columna 5 la composici6n directa del 
mismo sistema B S E,en la columna 6 la composici6n 
antigenica final del sistema B s E.En la columna 7 
los componentes antigenicos te6ricos del B C E,en 
la columna 8 los componentes directos del B C E,en 
la columna 9 la composici6n final de dicho sistema. 
Movilidad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
-23 X X X X X 
-15 X X X X X 
-15 X X X X X 
-15 X X X X X 
-10 X X X X X X 
- 3 x-, X X X X X 
3 X X 
3 X X X X X X 
6 X X 
6 X X 
7 X X X 
14 X X X 
16 X X X X X 
50 X X X X X X X 
50 X X X X X· X X 
53 X X X X 
55 X X X 
56 X X X X X X 
70 X X· X 
73 X X 
77 X X X 
77 X X X 
80 X X X X X 
83 X X X X X 
90 X X X X X X 
92 X X X 
93 X X 
96 X X X ·X X 
100 X X X X X 
106 X X X X X X X 
1 106 X X 
106 X X 
107 X X X 
109,5 X X 
113 X X X ·X X X 
116,5 X X X X X X 
126,5 X X X X X X 
En el enfrentamiento directo del sistema hom6 
tamente. 
't 
Hay otra banda de mov.ilidad 53, tamb1~n fue 
detectada, solamente de esta forma. 
Otras bandas,de movilidad 80, 83, y 90, s6lo 
fueron dete~tadas por enfrentamiento cruzado. 
De igual forma fueron detectadas las bandas 
correspondientes a las movilidades 106, 113, 116,5 y 
126,5. 
De todos estos datos·obtenemos una composi 
ci6n antig€nica total para el sistema.B c E, mediante 
la surna de las columnas 7 y 8 de 29 bandas, e:x:puestas 
en la columna NQ 9 de la Tabla IV. 
III.5.2. Estudio de la represei6n e inducci6n enzi 
m~tica en el Arthrobacter simplex ATCC.6946. 
De igual forma que procedimos en el estudio 
de la din~mica de los sistemas enzimaticos en el Baci -
llus 
III.5.2.1. Componentes no 
sistemas A S E y A C E. 
Este estudio se realize 
rniento directo de los sistemas antfgeno A S E frente al 
inmunosuero anti A C E y el antfgeno A C E frente al in 
munosuero anti A s E. Esta representado en el esquema A, 
y B, de la Fig. III.8. 
Los resultados obtenidos, agrupandolos por su 
movilidad relativa ala albumina, por zonas.lo mas homo-
geneas posibles, expresandolos en bandas de precipita · ~ 
cion, tal como hemos venido hacienda hasta ahora, fue -
ron los siguientes: 
Dos bandas de movilidad 7 y 11, siendo de dife 
rentes caracter'lsticas entre s!. Su fre.cuencia de apari-
cion era similar, ya que las detectam6s en todas las in-
munoelectroforesis efectuadas, con una constancia del 
100%. Su aspecto ofrec!a algunas diferencias, ya que la 
banda de movilidad 7, era aplanada, .intensa, nftida, fi 
na, que se prolongaba hasta su contacto con la inferior 
de movilidad 55, a la que cor~aba en algunas ocasiones. 
Par su parte, la de movilidad 11, era de un radio peque-
Fig.III.S.-Esquema de los enfrentarnientos inmuno-
electrofor€ticos de,en A el antfgeno A S E frente 
al inmnusuero anti A C E,en B el antfgeno A C E 
·frente al inmunosuero anti A S E,en C el antfgeno 
A C E frente al inmnosuero anti A SE absorbido con 
el ant1geno A C E como control de absorci6n,en D 
el antfgeno A S E frente al inmunosuero anti A S E 
absorbido con el ant1geno A C E. 
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iio, muy marcadada, mas ancha, pero sin 
por tanto y que no contactaba 
Un grupo de bandas 
total, apareciendo una de ellas en ambos 
frentarniento, mientras que las otras dos ec 
tamos en el sistema ant.lgeno A S E, frente al inmunosu~ 
ro anti A C E~ Las tres bandas las diferenciamos con le 
tras minusc'ulas. Las caracter.lsticas que presentaron 
fueron similares, ya que eran muy intensas, sim€tricas, 
concentricas, anchas pero nftidas. Su frecuencia de ap~ 
rici6n era de un 100% para las SSa, SSb, 1 Y SSe , en el 
sistema antigeno A S E frente al inmunosuero anti A C 
E, rnientras que la SSe era la unica que apar~cfa en un 
100% en el sistema antfgeno A C E frente al inmunosue-
ro anti A S E, apareciendo las SSa, y 55b, de forma es 
poradica en este sistema. 
Un grupo de bandas de movilidad relativa en 
tre 62 y 68,con un total de tres bandas. Estas bandas 
presentaban diferencias entre si, ya que la de movilidad 
68, s6lo se detect6 en el sistema antfgeno'A C E frente 
al inmunosuero anti A S E. Estas bandas, intensas, an 
chas, bien marcadas, n!tidas, · simetricas, eran tangen -
tes a la SSe, con la que parec!an continuar, confundien 
dose en una banda comun, mucho mas ancha, 
trar difusi6n. Las bandas de movioidad 62 
con una frecuencia del 90% en las inmunoel ct 
efectuadas. La de movilidad 68 era constan 
tema en que aparec1a. 
Dos bandas de movilidad relativa de 77, que a 
parecfan solamente eri el sistema ant1geno A S E frente 
·, 
al inmunosuero anti A C E, con una constancia de un 98% 
en su aparici6n. Eran Unas bandas pequefias. rodeando al· 
pocillo central, finas y algo difusas, ligeramente asi-
rnetricas, pero claramente visibles. 
Ties bandas de movilidad relativa de 85, que 
aparec!an solamente en el sistema ant1geno A C E frente 
al inrnunos1.1ero a.nti A S E, bandas con una tendencia a 
aplanarse, algo d{fusas, asimetricas, con una voluta en 
su extreme proximal, que hac!an recordar un poco el as-
I . 
pecto de una hoz. No eran concentricas, sino con distin 
to centro aunque de un radio similar, lo que· les daba 
un aspecto de aspas, Eran intensas, no muy anchas pero 
n!tidas; 
Una banda de movilidad relativa de 107, que 
aparecfa solamente en el sistema ant1geno A S E frente 
al inrnunosuero anti A C E, difusa, asimetrica, convexa, 
con una presentaci6n irregular en su frecuencia, que 
era de un 40%. 
Dos bandas de movilidad 118, mas n1tidas que 
la anterior, pero de presentaci6n irregular, ya que 
unas veces aparecfa una sola y otras las dos, con una 
frecuencia de aparici6n de un 60% una sola y de un 30% 
-. . 
las dos simult~neamente. Fueron sim€tricas, ·no difusas, 
bien destacadas, aunque de no mucha intensidad. Apare -
cfan solamente en el sistema antigeno A S E frente al 
inmunosuero anti A C E. 
En total se obtuvieron, como bandas de preci-
pitaci6n comunes en ambos sistemas, un total de 16 ban 
das de precipitaci6n. Estas bandas son las. que estan re 
presentadas en la columna 1 de la Tabla V. 
III. 5. 2 ~ 2 ~· Sistemas reprimi,dos del Arthrobac-
ter simplex. 
Este estudio lo realizamos mediante el enfren 
tamiento del ant!geno A S E al inmunosuero A S E, absor 
bido en sus cornponentes comunes con el ant1geno A C E , 
que llevarfa consigo los componentes comunes e induci -
dos, que los restarfa del inmunosuero original,.dejando 
en libertad los componentes no comunes, que correspond~ 
rfan a los reprimidos por la presencia del sustrato es 
teroide. Representado en el esquema D de la Fig. III.S. 
Los resultados obtenidos en el enfrentamien-
to de este sistema expresados como bandas de precipit~ 
ci6n por su movilidad relativa a la albumina, fueron 
los siguientes: 
Una banda de precipitaci6n de movilidad rela 
tiva de -7, muy nftida, £ina, alargada, con aspecto de 
I 
una S estilizada, sin difusi6n, con una constac!a en 
su aparici6n de un 100%. 
Una banda de precipitac~6n de movilidad rela · 
tiva de 0, similar a la anterior en su aspecto de S a-
largada, con la que se cruza en su extremo distal, fi 
na,n!tida, fuerte, y con una constancia del 100% en su 
aparici6n. 
Una banda de precipitaci6n ·de movilidad rela 
tiva de 62,que part!a del pocillo central, ~on una 
constancia del 100% en su aparici6n, n!t1da, fuerte,f! 
na, asimetrica, con el aspecto de una hoz, con su man-
go en la porci6n distal. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad· rela 
tiva de 70, paralela a la anterior, con una constancia 
tambien de un 100%, con las mismas caracter!sticas de 
aspecto, y con la que parece estar !ntimarne 
da, ya que se observaron unas lfneas de co 
una a la otra. 
Una banda de precipitaci6n de 
va de 118. Constante en su aparici6n, un 100%, sirnetrica, 
nftida, pequena, muy intensa, sih difusi6n. 
Ep total se encontraron cinco bandas d~ preci-
pitaci6h correspondientes a este apartado. Esta cornposi-
ci6n antig~nica consideramos que corresponde a la total 
de componentes reprimidos por la presencia del sustrato 
/ 
esteroide. 
Como control de absorci6n utilizamos el siste-
rna antfgeno A C E frente al inmunosuero anti A S E, ab -
sorbido con el antigeno A C E, que no di6 ninguna banda 
de precipitaci6n, lo que nos demuestra que hubo una ab -
·sorci6n total. Esquema C de ra Fig. III.8. 
III·. 5. 2. 3. Sistemas inducidos del Arthrobacter 
simplex. 
Este estudio se realiz6 mediante el enfrenta -
miento del sistema A S E, con lo cual, al llevar este a£ 
t!geno los componentes antigenicos cornunes y reprimidos, 
los elirninar1a del inmunosuero anti A C E, con lo que 
.LJ&. 
Fig. III .~tJ. -Representa los enfrentamientos inmuno-
electroforeticos siguientes:en A el antf.geno AS E 
frente al inmunosuero anti A C E,en B el antfgeno 
A C E frente al inmunosuero anti A S E,en C el 
ant1geno A C E frente al inmunosuero anti A C E 
absorbido con el ant1geno A S E,en D el ant!geno 
A S E frente al inmunosuero anti A C E absorbido 
.con el ant!geno A s E como control de absorci6n. 
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nos quedarfan solamente los componentes la 
presencia del sustrato 
munoelectroforesis del sistema. Esta el 
esquema C de la Fig. III.9. 
Los resultados obtenidos, expresados como ban 
das de precipitaci6n, segun su movilidad relativa a la 
albGmina, fueron los siguientes: 
Una banda de precipitaci6n de movilidad -10, 
que aparecfa con una frecuencia relativamente baja, de 
un 30% en las inmunoelectroforesis efectuadas. Se trata, 
de una banda muy pequena, muy fina, pero muy intensa y 
nftida. Simetrica. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 44,muy 
frecuente, el 80% de los ensayos efectuados. Una banda 
muy n1tida, muy intensa, simetrica, que se continua, con 
una guirnalda, con la banda de movilidad 70, sin solu 
... 
ci6n de continuidad. 
Una banda de movilidad 55, paralela a la ante-
rior, n!tida, fuerte, que se continua, sin soluci6n de 
continuidad hacia la banda de movilidad 62. Su frecuen -
cia fue muy grande, de un 90%. 
Una banda de movilidad 70, que parece continua 
ci6n de la banda de movilidad 40, ensanch~ndose,haci~~ 
dose mucho rn~s intensa, y m~s ancha,pero sin difusi6n , 
curv~ndose violentamente hacia arriba. 
Una banda de movilidad 85, que tambien parece 
ser continuaci6n, o nacer de la anterior, bacia el pun-
to 65, mucho mas intensa y con una pendiente rnuy fuerte 
en su porci6n distal. Muy marcada. A partir de ellas se 
destacaba la aparici6n de una banda, de una intensidad 
superior aun, la mas intensa de las bandas que apareci~ 
ron en este;sistema, cuya movilidad fue, en ·unos casos 
de 96, y en otros de 100, con una pendiente muy acusad~. 
Se trata de una banda ancha, n!tida, parab6lica; que e~ 
tramos en todas las inmunoelectroforesis realizadas con . 
este sistema, y que supbnemos la misma. 
Esporadicamente se d~tect6 una banda, de movi 
lidad 107, fina, nftida, aunque poco _intensa, simetrica. 
Se encontr6 con una fre6uencia de un 20%. 
Otras dos bandas se encontraron con movilidad 
relativa aun superior, pero con una frecuencia baja, de 
un 15%. Bandas anchas, en tanto difusas, ligeramente 
asimetricas, con una movilidad de 114,5 y de 150. ·. 
En total se encontraron, como componentes in-
ducidos del Arthrobacter simplex, un total de 12 bandas 
si se consideran distintas las de movilidad 96 y 100, o 
de once, si, como suponemos, son las mismas bandas es 
tas dos, par la similitud que presentan en su aspecto y 
que la presencia de una, excluye a la otra ya que nunca 
se encontraron simultaneamente. 
Como control de absorci6n se utiliz6 el siste 
rna ant1geno A S E frente al inmunosuero anti A C E, ab-
sorbido con este ant1geno, A S E, y obteniendose cuatro 
/ 
bandas de precipitacion, de movilidades 59, 70, 107, y 
125, por lo que eliminamos del sistema de componentes 
inducidos las bandas de precipitaci6n similares~--·o igua-
les, por lo que excluimos de este consideracion, campo-
nentes antigenicos inducidos; las bandas de movilidad 
62, par similitud .con la de 59, la band~ de 70, par ser 
la misma, lade 107, par identica raz6n y lade lSO,por 
suponer ·que la. que nos daba 125, era par poca· emigracion 
en la electroforesis del componente ·comun, con lo que 
nos quedarfa como composici6n antigenica inducida, un 
total de ocho bandas de precipitaci6n: -10, 44, 55, 66, 
85,96, y/o 100 y 114,5, que nos dar1a, adem~s, como ve-
remos al estudiar la composici6n antigenica total del 
A S E, una gran concordancia con estes resultados,al no 
. ..,, 
encontrar sino dos bandas comunes con el sistema origi-
nal de Arthrobacter sin esteroides. 
III.5.2.4. Composicion antigenica total del 
Artnrobacter simplex ATCC 6946. 
En un apartado anterior hab!amos llegado a un 
resultado con respecto a este punto,. mediante el enfre~ 
tamiento directo del ant!geno A S E con el inmunosuero 
hom6logo. En este apartado queremos llegar a la misma 
conclusi6n mediante la deducci6n de los cornponentes a 
partir de los resultados obtenidos en los enfrentamien-
tos descritos en los apartados inrnediatamente anterio -· 
res, mediante la cornposici6n de un cuadro antigenico t~ 
tal, teniendo en cuenta las condiciones de sistemas an-
tigenicos no modificados, o constitutivos del Arthrobac 
ter sin esteroides y, los componentes reprimidos par la 
presencia del sustrato, lo que nos dEtr!a, desde un pun-
to de vista secuencial, la composici6n antigenica total 
de~·esta cepa bacteriana. 
Volviendo al resumen expuesto en la Tabla V., 
esta composici6n viene expuesta por las bandas corres -
pondientes a las columnas 1 y 2, cuya suma nos dar!a la 
composici6n te6rica total de los componentes antigeni -
cos. 
~si nos encontramos, columna 4 de dicha Tabla, 
con un total de 19 bandas de precipitaci6n, a las cuales 
hay que afiadir aquellas, n6 detectadas par este procedi-
miento, que lo hubiesen sido mediante el enfrentamiento 
directo del sistema hom6logo, para obtener la composi 
ci6n antigenica total del sistema. 
De esta forma nos encontramos, columna S.de la 
mencionada Tabla, con un total de 9 bandas. 
A. esta diferencia de diez bandas corresponden 
las de movilidades 29,44, y 74. De ellas, la de movilidad 
29 se detect6 solamente en el enfrentamiento directo del 
sistema hom6logo, A S E , siendo una banda bien caracte-
rizada, intensa, n1tida, fina, simetrica y con una cons-
tancia total en su aparici6n, con un 100% de frecuencia 
en todas las inmunoelectroforesis efectuadas, que corta 
a la.de movilidad 44. La de movilidad -44 nos aparec1a 
tanto en el enfrentamiento del sistema hom6logo, como en 
el enfrentamiento del antigeno A C E con el inmunosuero 
absorbido anti A ·c E con el ant1geno A s E, ·estando des 
crita entre las inducidas, de las que la tenemos que eli 
minar, ya que, al aparecer entre las directas del siste-
ma homologo sin esteroides, podemos considerar que se d~ 
be su aparici6n a un defecto de absorci6n del inmunosue-
ro anti A C E por el antigeno A S E. La banda de movili 
dad 74 nos apareci6 tambien en el enfrentamiento direc-
to del sistema hom6logo con esteroides, con identicas 
caracter1sticas morfol6gicas y de frecuencia de· apari -
ci6n, por lo que podemos considerarlo como correspon 
diente a un cornponente antig~nico comun. 
Sin embargo, aunque por estas caracteristicas 
podernos co~siderarla comun a ambos sistemas, no.nos ap~ 
recfan bandas con esta movilidad en el enfrentamiento 
de los sistemas A S E y A C E cruzados, sino una banda 
de movilidad 77, con identicas caracter!sticas, par lo 
que nos inclinamos a pensar que setrata de la misrna ban 
da , que, en unos casas se revela como de movilidad 74 
yen otros de rnovilidad.relativa 77. 
Las demas bandas que detectamos solarnente por 
deducci6n te6rica corresponden a bandas de movilidad 
0,7 y 11, dentro de la zona lenta, detectadas, bien por 
los enfrentamientos cruzados, o entre las reprimidas. 
Otra banda nueva es la 55 c. que s61o se detect6 de rna 
nera cruzada, al igual quri la de movilidad 68. Lo mismo 
nos sucedi6 con lade movilidad 70. Dentro del grupo 
de movilidad 85, encontramos dos nuevas, las 85b y 85c. 
Tambien detectarnos de forma cruzada las mas lentas, de 
movilidad 107, 118a y 118b. 
El resumen del total· de bandas correspondie~ 
tes al Arthrobacter simplex sin esteroides, lo reflej~ 
mos en la columna 6 de la Tabla V, con uri total de 22 
bandas de precipitacion. 
III.5.2.5. Composici6n antigenica total del 
Arthrobacter simplex, ATCC 6946, con adici6n de este,-
roides . 
En un apartado anterior hab!amos descrita la 
composici6n antigenica total de este sistema, a la que 
lleg~bamos por enfrentamiento directo del sistema hom6 
logo ant!geno A C E frente al inmunosuero anti A C E. 
Tal como expresamo~ all!, apartado III.4., encontramos 
un total de echo bandas·de precipitacion, resumidas en 
la columna 8 de la Tabla V. 
En este apartado lo que pretendemos es lle -
gar a la composici6n antigenica total del sistema A C 
~, pero partiendo de los resultados que hemos 1do obte 
' 
,.niendo en la busqueda de los compohentes no modifica·-
i 
·dos, inducidos y reprimidos por la presencia del sus-
trato esteroide~t 
Como es obvio, esta composici6n, deducida de 
esta, manera, sera mucho mas compleja, ya que inclu!mos 
de esta forma componentes que s6lo se revelarfan en la 
presencia del esteroide inductor, que no estar!an en 
la composici6n primitiva, por tanto, y de otros compo-
nentes, que por diversas circunstancias, puedan enmas-
cararse en el analisis directo, caso rnencionado de la 
pobreza de respuesta que siempre obtuvimos al utilizar 
·como antigenos aquellos procedentes .de los cultivos 
. 
bacterianos adicionados de esteroides. 
As! nos encontramos que la composici6n antig~ 
nica completa, te6rica, del Arthrobacter simplex, con 
esteroides, ser!a la suma de los componentes comunes , 
con el A S E~ revelados por el enfrentamiento de· los 
sistemas ant!geno A S E frente al inmunosuero anti A C 
E y el compuesto par el.antigeno ACE frente al inmu-
nosuero anti A S E, columna 1 de la mencionada Tabla , 
m~s los componentes inducidos por el sristrato, revela-
dos por el enfrentamiento del ant!geno A C E frente al 
itlmunosuero anti A C E, absorbido de los componentes 
comunes con el ant!geno A S E, tal como expusimos en 
el apartado III.S.2.3. 
Los resultados obtenidos, columna 7 de la Ta 
bla V, fueron un total de 24 bandas de precipitaci6n. 
Vemos ~ue hay una gran diferencia en el n~me 
ro de bandas, 16 en total, lo que corrobora lo dicho an 
teriormente, sabre la pobreza de respuesta al utilizar, 
como ant1geno, el proveniente del cultivo con esteroi-
des, hecho en el que pensamos profundizar en la busque 
da de las posibles explicaciones de este fen6meno ines-
perado. Las zonas de resultado mas dispares fueron,prin 
cipalmente, las de movilidades mas bajas, desde -10 ha~ 
ta 44, en que no obteniamos respuesta en el enfrentamien 
to directo. La zona de los 62 a 70 de movilidad. La zo-
na· de 85 de'movilidad, en que nos sucedia lo mismo, y 
l~s de movilidad pr6xima a 118, en ·que obteniamos los 
mismos resultados. Las restantes zonas de bandas_de pre 
cipitaci6n eran similares en cuanto a movilidades,pero 
siempre, mucho mas rico en respuesta, en forma de ban 
das de precipitacion., en el sistema indirecto o te6ri-
co de llegar a la composici6n totai. 
Observamos mas concordancia manifiesta en la 
·deteccion de los componentes inducidos entre el enfren-
tamiento directo del sistema y la deducida por el en-
fr.entamiento previa absorcion, en las zonas de movili -
I 
dades cercanas a 50, 70, 107, y 150, pero no en las co-
rrespondientes a otra$ zonas d_e movil:i!dades. 
La composici6n antigenica total, deducida me-
Tabla v.-Recoge la composici6n antigenica del A. 
simplex,detallada por coneeptos en las diferentes 
columnas.En la columna 1 componentes no modifica-
dos,en la columna 2 componentes reprimidos,en la 
columna 3 cornponentes inducidos,en la columna 4 
composici6n te6rica del A.simplex sin esteroides 
en la columna 5 composici6n directa del A S E,en 
la columna 6 composici6n final del A S E,en la 
columna 7 composici6n te6rica del A C E,en la 
columna 8 composici6n directa del A C E,en la 
columna 9 la composici6n final del sistema A C E. 
Movilidad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
-10 X X X 
- 7 X X X X 
0 X X X 
7 X X X X X 
11 X X X X X 
29 X X 
44 X X X X X 
50 ~-.x X 
55 X X X X X X X X 
55 X X X X X X X 
55 X X X X X 
62 X X X X X X X 
62 X X X X X X 
66 X X X 
68 X X X X X 
70 X X X X X 
74 X X X X 
77 X X X X X 
77 X x. X X X 
85 X X X X X X X 
85 X X X X X X 
85 X X X X X X 
96 X ··x X 
100 X X X 
107 X X X X X X 
109,5 X .X 
114,5 X X X 
118 X X =~.x X X X 
118 X X X X X 
' 126,5 X X 
136,5 X X 
150 X X 
diante la surna de las bandas obtenidas por el m~todo di 
recto y el te6rico, columnas 7 y 8 de la Tabla, nos da 
un total de 29 bandas de precipitaci6n, que llamamos 
composici6n final, recogida en la columna 9. 
Como comprobaci6n observamos que no se detec-
t6 ninguna banda de precipitaci6n de las que hab!amos 
encontrado como reprimidas por la presencia del sustra-
to esteroide, mediante el enfrentamiento directo, aun -
que sf en las obtenidas por absorci6n, las de movilidad 
62,70 y una de 118. 
III.5.3. Analisis antigenico cruzado de Bacillus 
sphaericus ATCC 7055 y Arthrobacter simplex, ATCC 6946. 
Como complemento al estudio de la dinamica de 
los sistemas implicados en la· transformaci6n microbiana 
de esteroides, suponfamos , e~ el planteamiento de este 
trabajo, la posibilidad de que algunos de estos siste -
' 
mas pudiesen tener algunos componentes cornunes, bien en 
la composici6n original de las depas bacterianas, en es 
te caso podrfan existir algunos componentes reprimidos 
por la presencia del sustrato esteroide, o en la prese~ 
cia de sistemas enzim~ticos nuevas originados par indue 
ci6n debida a la presencia del sustrato anadido. 
De la misma forma que para ·el estudio de cada 
cepa bacteriana en particular, en este estudio proced~ 
mos al enfrentamiento cruzado de los distintos supues-
tos que podr!an revelarnos la existencia de comunidad 
a~tige~ica, tanto entre los cornponentes no rnodificados 
como en los sistemas reprimidos e inducidos por la pr~ 
sencia del sustrato. 
Los enfrentarnientos que utilizamos fueron 
los siguientes: 
Antigeno B S E frente al inmunosuero anti A 
S E y ant!geno A S E frente al inmunosuero anti B S E, 
para ver la posible comunidad antigenica entre ambas 
cepas bacterianas. 
En la busqueda de componentes·· reprimidos, los 
sistemas ant1geno A S E frente al inmunosuero· anti B S 
E absorbido con el ant!geno B C E y el ant!geno B S E 
fr~nte a~ inmunosuero anti A S E absorbido con el 
antl.geno A C E, con la finalidad, en arnbas absorciones 
de eliminar aquellos componentes antig~nicos cornunes e 
inducidos, que nos dejar!an libres los reprimidos que 
ser!an los que reaccionases. 
En la busqueda de componentes inducidos em-
pleamos los enfrentamientos ant!geno A C E frente al 
inmunosuero anti B C E, absorbido con el ant!geno B s E 
frente al inmunosuero anti A C E absorbido con el ant! 
geno AS E, con.la finalidad en ambos sistemas de eli 
minar los cornponentes comunes, que ser!an los corres 
pondientes a los no modificados y reprirnidos par la 
presencia del sustrato esteroide. 
Tarnbien,en este caso, confeccionamos una Ta-
bla reswnen, en que exponemos las bandas que hallamos 
en· los distintos enfrentamientos, ordenadas por su mo-
vilidad relativa a la albumina y por el sistema a que 
corresponden. 
III.5.3.1. Componentes comunes directos al B •. 
sphaericus y A. simplex. 
En la realizaci6n de este supuesto partimos 
del enfrentamiento directo del ant!geno correspondien-
te a una cepa con el inmunosuero correspondiente de la 
otra. As! enfrentamos el ant1geno B S.~ frente al inm~ 
nosuero anti A S E y el ant1geno A S E frente al inmu-
nosuero anti B S E, con el objeto de conseguir una rna 
yor eficacia en dicho analisis, evitando enmascaramie~ 
to· de bandas de precipitaci6n y la mayor reproductib! 
lidad en los resultados. Representados en la Fig. III. 
10. 
Los resultados obtenidos en este apartado,e~ 
Fig. III .lC). .-Representa los enfrentamientos inmuno(;-
electrofor~ticos cruaados entre A S E y B S E ... 
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presados como bandas de precipitaci6n por su movilid 
..;. 
rela ti va a la albfunina, fueron los s iguiente.§'·; f'""\ ·~ 
\ t I ~ 
una banda de precipitaci6n de mov~~~u ~·/ 
muy intensa, fina, nftida, sim€trica y de ap c;'~tfl~"'"'"'/ 
constante en todos los ensayos efectuados pero siempre 
en el sistema B S E/anti A S E y no en el inverso. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 0, 
larga, aplanada, no muy intensa, aunque nftida y fina 
:que parecfa continuarse con la banda de movilidad 37 . 
Apareci6l en todos los enfrentamientos A S E/anti B S E, 
pero no la detectamos en el enfrennamiento inverse. 
Una banda de precipitacion de movilidad 25, 
que nos aparecfa·en el sistema B S E/anti AS E, cons-
tant~mente y no en el sistema inverse, pequefia, inten-
sa, fitia, nftida, simetrica. 
\Una banda de precipitaci6n de movilidad 37 , 
que parecfa continuaci6n de la de movilidad 0 y que s§ 
lo la detectamos, al igual que esta otra, en el siste-
rna AS E/anti B S E, larga, con.tendencia a aplanarse, 
mas int.ensa que la de movilidad 0, fina' nftida, y que 
parecfa coritinuarse con la de movilidad 66. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 42, 
que obtuvimos constantemente en el sistema B S E/ anti 
A S E, pero no en el otro sistema, que contactaba y se 
continuaba con la de movilidad 53. Era una banda inten-
sa, n!tida, fina, simetrica. 
Una banda de movilidad 46, tambien perteneci~n 
te, como la anterior al sistema B S E/anti A S E, que 
parecl.a desgajarse de esta otra banda a partir de un 
punta de inflexi6n, con una curvatura.convexa,siendo fi 
na, intensa, nftida. 
Dos bandas de movilidad 55, de las cuales en-
contrabamos una en ambos sistemas y las dos en el-.sist~. 
rna A S E/anti B S E, siendo concentricas cuando noa ~P~ 
rec1an ambas. Curvas finas, n!tidas, intensas y simetri 
cas. 
Una banda de movilidad 59, que nos aparec!a 
solamente en el sistema AS E/ anti B_S E, espor~dica­
mente, con una frecuencia de un 30%. Era- una banda fina, 
poco. definida, simetrica. 
Una banda de movilidad 66, ·que nos aparec!a 
en los dos sfstemas, aunque con distintas caracterfsti-
cas,;ya que en el sistema AS E/anti B S E tendfa a 
aplanarse, mientras que en el sistema inverso era pequ~ 
fia, bien definida, sim~trica, pero con una gran intensi 
dad ambas. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 75, 
que nos aparecfa en ambos sistemas, simetricas en am -
bos casas, con una intensidad similar, finas, intensas, 
nftidas, pero de una curvatura mas amplia en el sistema 
A S E/anti B S E. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 82, 
que solamente encontramos en el sistema B S E/anti A S-
E, simetrica, intensa, fina. 
Una banda. de precipitaci6n de movilidad 85,de 
similares caracteristicas a la anterior, incluso en su 
presentaci6n. 
Una banda de movilidad 100 comun a ambos sis-
temas, que, en el caso del A s·E/anti B S E, parec!a con 
tinuaci6n de la banda de movilidad 55 mas pr6xima al p~ 
cillo, siendo, en este caso, mas amplia, alga aplanada, 
pero siernpre intensa y n!tida. 
Una banda de precipitaci6n de movili.dad 103, 
que s6lo encontramos en el sistema B S E/anti A:S E.~ 
Siendo una banda con tendencia a una lfgera asimetria. 
Intensa, fina, nitida y constante en este sistema • 
.. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 111, 
que encontramos solamente en el sistema A ... ~~E 1 i B S 
P •. =._~ ~ 
E, pequeiia , s imetr ica , f ina nit ida e i~l~'n~;!t'."'\\'. 
, . . ~·I 
Una banda de precipitacion d~ movilidad~29, 
'f i 
que tambien encontramos en el sistema A:\s E/anti ~B S E 
,.· 1 . , •. · .. · 
·" 
simetrica, intensa, fina, n!tida. ... ....--· 
En total encontramos 17 bandas de precipita~· 
ci6n en los dos sistemas, de las que, solamente, encon 
tramos de identica movilidad cuatro de ellas. 
En el sistema A S E/anti B S E, virnos que 
las caracterfsticas de las bandas que encontrarnos,eran. 
; ~ 
algo qiferentes del otro sistema, tendiendo a presen -
I 
tar una curvatura mas amplia, mas aplanada y algo me -
nos intensa. 
Considerarnos que el total de componentes an-
tigenicos relacionados entre ambas cepas bacterianas, 
con una similitud tan grande que reaccionaban espec!f! 
mente entre s! eran estas 17, y que en unos cases se 
revelaban por un enfrentamiento y en otros casas apare 
c!an en el inverse. 
III.5.3.2. Componentes comunes reprimidos 
del B. sphaericus y A. simplex. 
.. 
Para el estudio de estes elementos hemos par-
tido de los enfrentamientos siguientes: En primer lu-
gar el del antigeno A. simplex sin esteroides, con com 
ponentes no rnodificados y reprimidos de la cepa origi -
nal, £rente al inmunosuero anti B. sphaericus sin este-
roides, de la rnisma composici6n antigenica, no modifica 
dos y reprimidos, abosrbido con el ant1geno B. sphaeri-
cus con es£eroides, que le quitar~ los componentes no 
modificados, que les son comunes, con lo que este en ·-· 
frentamiento nos dara los compon~ntes reprimidos por el 
sustrato esteroide. Tambien empleamos el enfrentamiento 
inverse, o sea, antigeno del B. sp~aericus sin esteroi-
des, frente al inmunosuero anti A. simplex sin esteroi-
. des, absorbido con el ant1geno del A. simplex con este-
roides. Es decir, segun nuestra forma de representaci6n 
esquem~ticarnente: 
A S E/ anti B S E (B C E) 
B S E/ anti A S E (A C E) 
Los resultados obtenidos fueron los siguien -
tes, expresados como hemos venido hacienda por su movi-
lidad relativa a la alblimina. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad -16, 
simetrica, n1tida, fina, intensa, constante en todos 
los ensayos efectuados. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 03, 
fuerte, ancha, intensa, n1tida, simetrica, constante en 
todos los ensayos efectuados. 
Una banda de precipitacion de movilidad 0, P2 
co definidad, con tendencia a aplanarse, inconstante en 
su presentaci6n, con una frecuencia de un 50%c 
. . 
·una·'banda· de precipitaci6n de movilidad 32,p2_ 
co definida, algo difusa, ligeramente convexa, aunque 
constante en su presentaci6n. 
Una banda de precipitaci6n de·movilidad 35,de 
caracter1sticas similares a la anterior. 
Una banda de precipit~ci6n de movilidad 61., 
muy intensa, sim~trica, n!tida, fina, de presentaci6n 
const.ante. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 64,de 
caracter1sticas similares a la anterior. 
Una banda de precipitaci6n de movilidad 87,p~ 
quena, pero muy intensa, simetrica, n!tida, de presen -
cia constante en todos los ensayos. 
Una banda de precipitaci6n de 
muy intensa, fina, nitida, simetrica, de 
constante. 
Una banda de precipitaci6n de 
muy intensa, ancha, con una pendiente acusada 
arriba, de presencia constante. 
En total se obtuvieron diez bandas de preci-
pitaci6n como composici6n antigenica reprimida del si~ 
tema cruzado entre ambas cepas bacterianas. Este resul 
tado esta recogido en la Tabla VI., columna 2. 
III.5.3.3. Componentes antigenicos comunes e 
inducidos del B. sphaericus y el A. simplex. 
Para el estud~o de esta composici6n utiliza-
mos los siguientes sistemas de enfrentamiento, en pri-
mer lugar el enfrentamiento dei ant1geno del A. simplex 
con esteroides, que lleva 'los determinantes inducidos, 
por el sustrato frente al inmunosuero anti B.sphaeri -
cus con esteroides, que lleva los componentes induci -
dos pr0pios, absorbido con el antigeno·del B. sphaeri-
• 
·cus sin esteroides, que eliminar!a los componentes co-
munes, que ser!an , en este caso, los no modificados 
por el sustrato, y, por otro lado, el sistema formado 
- ' \._\l 'lik~ 
. ~~ ~~ 
por el antfgeno del B. spaericus con esteroid''f" .•.. ·. ··.~.~·.·,. 
al inmunosuero anti A. simplex con esteroide h .0orh~t 2 
, . • ' ) I 
do, a su vez, con el ant!geno del A. simple~ 1 .~ ~~.e_te/-~' / 
' ~ "' (/' ~;;,· . 
roides, en que suceder!a lo mismo de antes. De ~ta-~~ 
--~~ 
rna obtendrernos los componentes inducidos por el sus -
trato esteroide y que sean comunes a ambas cepas bacte-
rianas. Esquematizando los enfrentarnientos tendremos: 
11. 
A C E/anti B C E (B S E) 
B C E/anti A C E (A S E) 
Est~n recogidos en los esquemas de la Fig.III. 
Los resultados obtenidos, expresados como ban 
das de precipitaci6n y segun su movilidad relativa a la 
albumina, fueron los siguientes: 
., Una banda de precipitaci6n de movilidad -10, 
simetrica, fina,intensa, n!tida, de aparici6n constante 
en todos los ensayos efectuados. Una banda de precipit~ 
ci6n de movilidad -7, de caracter!sticas similares a la 
a~terior. Una banda de precipitaci6n de movilidad 46,p~ 
quefia, intensa, n!tida, simetrica y de aparici6n cons~ 
tante en todos los·ensayos efectuados. 
Dos bandas de movilidad 55, SSa, y SSb, concen 
Fig.III.ll.· Representa los enfreutamientos inmuna-
~lectrofor~ticos que nos dar~n los componentes in-
ducidos comunes,el antfgeno B C E frente al inmuno~ 
suero anti A C E absorbido con el antfgeno A S E, 
y el·enfrentamiento del antigeno ACE frente al 
inmunosuero anti B C E absorbido con el antfgeno 
B S E. 
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tricas, sim~tricas, finas e intensas. De aparicion cons 
tante en todos los ensayos efectuados. Una banda de mo 
vilidad 59, de caracter1sticas similares a las dos ante 
riores. Una banda de movilidad 75, muy intensa, sim€tr~ 
ca, ancha, n!tida, de aparici6n constante en todos los 
ensayos efectuados. Una banda de movilidad 85, de cara£ 
teristicas similares a la anterior. Una banda de preci-
pitaci6n de movilidad 100, similar a las dos anteriores 
en sus caracter!sticas. Una banda de movilidad 107, rnuy 
intensa, algo mas ancha que las anteriores, simetrica y 
de aparici6n constante. Una banda de precipitaci6n de 
movilidad 114, ligeramente asimetrica, con tendencia a 
la formaci6n de una S muy alargada, intensa, fina,de 
presencia constante en todos los ensayos efectuados. 
En total obtuvimos once bandas de precipita-
ci6n como composici6n antigenica inducida comun entre 
arnbas cepas bacterianas. Estes resultados estan expues-
tos en el esquema de la Tabla VI. 
III.5.3.4. Composici6n antigcnica cornun total 
del B. spheridus y A~ simplex, deducida de los resulta-
dos anteriores. 
Resurniendo los resultados obtenidos en la in 
vestigaci6n de la comunidad antigenica entre las dos ce 
Tabla VI.-Recoge los componentes antig~nicos 
comunes para el Arthrobacter simplex y el 
Bacillus sphaericus. 
Movilidad Constitutivas Reprimidas Inducidas 
+ 
-16 X X 
"':"10 X 
7 X 
- 3 X X 
0 X X 
25 X 
32 X X 
35 X X 
46 X 
55 X X 
55 X 
59 X 
61 X X· 
64 X X 
66 X 
75 x· 
82 X 
85 X 
87 X X 
93 X X 
100 X 
'103 X 
107 X 
111 X 
114 X 
126 X X 
No 16 10 11 
pas bacterianas estudiadas, tanto en su enfrentamiento 
directo, como los resultados obtenidos al introdu -
cir un elemento inductor y represor,como es el sustra-
to esteroide utilizado, nos encontramos con un total 
de 26 bandas de precipitaci6n comunes a ambas cepas 
bacterianas. 
Estos resultados los recogemos en la Tabla 
VI~ Llama la atenci6n la gran comunidad antigenica en-
contrada entre estas dos cepas, en que nos encontramos 
con un total de 16 bandas de precipitaci6n comunes en 
el enfrentamiento directo, diez como componentes repr~ 
midas por la presencia del sustrato y de once induci-
das por el. Efectuamos unas comprobaciones posteriores 
mediante el empleo de inmonodifusi6n e inmunoelectrof~ 
resis que nos evidenciar~n de una manera·inequtvoca,la 
existencia de componentes antigenicos comunes, que de~ 
cribimos en el apartado siguiente. 
III.5.3.5. Comprobaciones complernentarias de 
la identidad antigenica entre ambas especies .. 
Hemos vista en los apartados anteriores la 
existencia de un gran nlimero de componentes comunes. en 
tre ambas especies bacterianas, tanto en los componen-
tes constitutivos, como en los reprimidos e inducidos .. 
Hemos dado por identicos aquellos que presentan la mis 
rna movilidad electroforetica, siguiendo los criterios 
admitidos en Inmunolog1a, en que 1dentica movilidad i~ 
munoelectroforetica signi{ica identidad de los campo -
nentes que la posean. No obstante, como comprobaciones 
de la veracidad de este aserto acudimos a la realiza -
ci6n de unas pruebas complementarias de esta identidad 
mediante la realizaci6n de unos enfrentarnientos cruza-
dos utilizando la inmunodifusi6n segun Ouchterlony,te~ 
nica aun mas espec.lfica que la inmunoelectroforesis,e~ 
frentamientos que describimos a continuaci6n. 
Para este cornetido utilizamos la inmuno difu 
si6n segun Ouchterlony, con una disposici6n especial 
de los pocillos, siguiendo dos patrones, recogidos en 
la figura II.4. Uno de ellos consiste en la prepara 
ci6n·de tres filas de pocillos, con la del centro des 
plazada con respecto a las otras dos .. La segunda disp£ 
sici6n la denominaremos de 7 pocillos, pues· este es el 
nlimero total de los empleados. 
1.- Inmunodifusi6n con tres filas de poci 
!los. 
En este dispositive" co1ocamos tres filas de 
pocillos, con el central alga desplazado, en forma de 
Fig.III.12.-Esquema de los Ouchterlony de tres 
pocillos,utilizando como antigeno el A C E. 
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Fig.III.l3: Esquema de los Ouchterlony de tres 
pocillos,utilizando como ant1geno el B C E. 
-IJ.J 
(I) 
';; QJ 
c 
-<{ IJ.I 
u 
QJ 
..., 
c 
<{ 
flecha. En la fila superior colocamos, en 
portaobjetos, el inmunosuero anti 
roides, absorbido con el ant1geno 
la inferior, el inrnunosuero anti B C E, 
el ant.lgeno B S E. En la serie central, 
colocamos, en una de las series, el ant.lgeno correspon 
diente al A C E. 
Los resultados que obtuvimos, esquematizados 
en la Fig. III. 11 y III.13., fueron los siguientes:En 
la primera serie, en la que utilizamos como ant.lgeno 
el A C E, dos bandas ·de precipitaci6n con reacci6n de 
identidad, otra con reaccion de identidad parcial y 
otra diferente. 
En la serie correspondiente al ant!geno B C-
E, encontramos dos bandas con reacci6n de identidad 
otra banda con identidad parcial y_ otras dos diferen -
tes. 
Esto nos demuestra clararnente que existe co-
munidad antigenica entre ambas especies bacterianas, 
con una identidad parcial en sus componentes antigeni-
cos. 
2.- Inmunodifusi6n de 7 pocillos. 
Para la realizaci6n de esta comprobaci6n,pr~ 
.lr ,··· 
Fig.III.14.-Esquema de los Ouchterlony de siete 
pocillos. 
w 
() 
<X: 
w 
(/) 
<X: 
w 
() 
<X: 
-
w 
(/) 
<X: 
't: 
c:: 
ct 
UJ 
() 
co 
w 
u 
<t 
cedimos a la preparaci6n de unos portaobjetos, segun 
describimos en el apartado correspondiente, II.4., pa-
ra la realizaci6n de la inmunodifusi6n, con una dispo-
sici6n de los pocillos en dos filas, con un total · de 
siete, tal como representa el esquema de la Fig. II.4. 
En la fila superior de los pocillos, coloca-
rnos los inmunosueros absorbidos. Anti B S E, absorbido 
con B C E; anti A s E, absorbido con A C E7 anti A S E 
absorbido con A C E. 
En la fila inferior colocamos, en el pocillo 
1, el antigeno B C E, en el 2, el ~ntigeno A S E, en 
el 3, el antfgeno B S E y en el 4, el ant!geno A C E. 
Los resultados obtenidos, esquematizados en 
la Fig. III. 14, fueron espectaculares, ya que obtuvi-
mos una gran banda de precipitaci6n, continua, entre 
los tres primeros pocillos de la part~ inferior, de 
los antigenos, ·frente a los tres superiores, de los in 
munosueros. En el cuarto pocillo inferior, que nos seE 
v~a de control de absorci6n, no obteniamos esta banda 
de precipitaci6n, solamente una ~equefia banda de prec! 
pitaci6n, debida a algun componente mal absorbido,pero 
que._no presentaba identidad con 1~ banda anterior. 
Este resultado nos demuestra una gran comuni 
dad antigenica entre los sistemas heter6logos ''en c· 
~~~ \ 
~~' 
to a las bacterias y en cuanto al sustrato. \ ~ 
' '-:" I /' 
I I 
i 
Aparte de esta gran banda comnn, existen!alj 
gunas otras en los sistemas heter6iogos, que "l;pf'u~!!J 
zan nuestras observaciones acerca de la comu~~n 
tigenica entre estos sistemas heter6logos . 
. ·· . 
III.6. Estudio de la transformaci6n de los esteroides. 
Dentro de los 11mites que nos hemos trazado 
en la realizaci6n de este trabajo, que el objetivo 
principal es el estudio de la din~mica de los compo -
nentes enzimaticos implicados en este proceso, media~ 
te el revelado inmunol6gico, una de las comprobacio -
nes que hemos realizado es ver la realidad de esta 
transformaci6n mediante la la puesta en evidencia de-
que a partir de un sustrato, Sustancia S de Reichs 
tein, en nuestro caso concreto, hemos obtenido otros 
productos diferentes mediante la acci6n de los micro-
organismos utilizados. 
Para 'ello hernos buscado, en primer 1 ugar, en 
que fracci6n pod1amos encon~rar los productos trans -
formados, ya que, en algunos cases, estos se pueden 
encontrar en el medic de cultivo y, en ·otros, en el 
interior de las celulas microbianas, Galey col.,l962. 
Por ello, como orientaci6n, procedimos a la 
s~paracion, mediante centrifugaci6n y lavado del sedi 
mento bacteriano, reuniendo, por un lado, el sobrena-
dante de las centrifugaciones del medic de cultivo u-
tilizado para la transformaci6n, y, per otro !ado, el 
sedimento bacteriano, que sometimes a ultrasonaci6n , 
para obtener los lfquidos intracitoplasmatic . es 
/ <~'' P_.,, -
' '· ·' 'lj ' 
tas dos primer as fracciones, procedimos a 1ta~ ~~_za:, . 
.' :.· / ' ~ 
[ 1;, ' -
cion de unas crornatograffas en capa fina,~~obre Si~i~ 
gel, en que colocarnos las rnuestras altern~~llle~e/ i?J 
' :. -"~ ;/ 
to con un control repetido, de la· sustancia.\·&~··~~~da 
que nos permitiese la comparaci6n de su movilidad. 
Los resultados obtenidos nos demostraron que 
solamente encontr~bamos sustancias de tipo esteroide 
en las rnuestras correspondientes a los sobrenadantes 
de los cultivos, por lo que, en nuestro caso concreto, 
la transforrnaci6n era extracelular y, solamente allf, 
encontrarfarnos las sustancias objeto de nuestro estu -
dio, por lo que, en lo sucesivo solo trabajarnos con es 
ta fracci6n. 
Esta comprobaci6n la realizamos con las bac-
terias objeto de nuestro estudio. 
Conocido este extrema, convenfa comprobar si 
_despu€s de la extracci6n con un solvente org&nico, los 
e~teroides eran recogidos totalmente por este solvente 
o quedaba algun resto de ellos en la fracci6n acuosa. 
La realizaci6n de la cromatograf1a en capa 
fina la detallamos en el apartado !!.6.3. 
Esta precauci6n de comprobar la pr e:ncer- de 
I"~ ~>--t,.. 
estero ides en cada una de las fracciones, /f.~ 1:cea-~~ s 
con todas las bactel:ias estudiadas, expon,"~~~olo m~s~~ 
adelante en el capitulo correspondiente. ~:, --...._ .. / ~ 1 (._] .......... - ('. 1,. 
-::~.,. .~ .... -/, 
' ( . .:_. \' 
•i lif ~' 
La sistem~tica seguida en el estud _.-<,; los 
componentes esteroides la expusimos en el apartado II. 
6., en que detallamos los pasos dados en este sentido. 
Primero extracci6n, an~lisis de las dos frac-
ciones por cromatografia en capa fina, cromatograf!a en 
columna para la separaci6n de los distintos componentes 
presentes, y, por ultimo, las tecnicas de identifica 
ci6n de estas sustancias. 
111.6.1. Estudio del Arthrobacter simplex: 
A un cultivo de A. simplex de cuatro d!as 
de incubaci6n, dos en el primer media de cultivo, Ap. 
II. 1.2., y otros dos en el segundo rnedio, anadirnos 
al sustrato esteroide en cantidades de 50 mg. por ca 
da 100 ml. de media de cultivo, ma~teniendo la incub~ 
cion por 96 horas, al cabo de este tiempo extrajimos 
con acetato de etilo, repitiendo por tres veces dicha 
extracci6n con cada porcion del media, separando las 
dos fracciones, la acuosa y la del solvente organico, 
procediendo a la realizaci6n de una capa fina con 
rnuestras de ambas, para elucidar en cual de ellas en 
contrabamos manchas relativas a la presencia de este-
roides.1 
En dichas cromatograf!as observamos la to-
tal ausencia 'de rnanchas de· este tipo en la fracci6n 
· acuosa, por lo que la desechamos, procediendo al es-
tudio de la fracci6n del acetate de etilo, en la que 
s! visualizamos manchas correspondientes a esteroides. 
El primer paso fue la concentraci6n mediante 
rotavapor;que llevamos a sequedad y redisolvimos en un 
disolvente apropiado,cl6roformo en este caso, para la 
eliminaci6n de compuestos inorganicos que pudiesen in 
terferir en el estudio posterior. C\> DC::~, ~,. ~:>..,· 
~ I.'.)· 
Una capa fina realizada nos d-~ ~;;~~1_.­
tado, la aparici6n de varias manchas de !tj~o est~r;f-
, :'1 ..... - 1'11 • 
de, correspondiendo una de ellas al sust '-~t-o ·y 9~~-~~, 
'· ,"','1; ''- \• .. ---
,, . -· ;;;f-V' 
mas lenta, a una sustancia de transformaci6n .-~-~-~ 
Decimos que una de las manchas correspond!a 
al sustrato, ya que siernpre coloc~bamos, como control, 
varia~ puntas de esta sustancia de partida, la Sustan 
cia S de Reichstein.i 
Una_ vez comprobada la existencia de una 
transform~cion del sustrato, procedimos al montaje de 
una columna cromatografica, del t~po seco, para inten 
tar su separaci6n e identificacion. 
La descripci6n de este tipo de columnas es 
ta expuesta en el Apartado II.6.5. 
Colocamos en ·ella la muestra procedente de 
la extracci6n, disuelta a partir de~ extracto seco an 
terior en una minima cantidad de acetate de etilo, y 
procedimos a su procesado, mediante la eluci6n con la: 
mezcla Benceno-Acetato de Etilo, en la_ proporci6n 
70/30 
En marcha ya esta columna, proce~. ~ ':" soar., a 
( .p 
reCOlecci6n de fraCCiOneS de 50 ml. 1 en 1 ~') r~'f:b.(~~. 
mos comprobando, mediante cromatografia e,~c~pa ffn~J.1. tP \ la aparici6n de las sustancias esteroides · t>es'sntes,:? 1 
{~.~ . r:::; I 
(, 1"1-..· '·~ / ~/;fA .. \. 
en la· muestra. 
Los eluyentes empleados en la realizaci6n 
de estas capas finas fueron siempre Benceno-Acetato 
de Etilo, pero variando su polaridad de acuerdo con 
la velocidad de-emigraci6n del frente. As! emplearnos, 
para las prirneras fracciones, hasta la 20, la proper-
ci6n 60/40, y 1/1, paralelamente, ya que realizarnos 
e·stas cornprobaciones por duplicado ( con uno o varies 
puntos.de la sustancia de partida como control A paE 
tir de la fracci6n 20, ernpleamos la polaridad del elu 
yente, pasando a la proporci6n de Benceno~Acetato de 
Etilo al 40/60. 
Las diez prirneras fracciones no nos dieron 
I 
ninguna mancha significativa de la presencia de este-
roides. 
A partir de la fracci6n 11, nos cornienza a 
aparecer la sustancia de partida. 
• I 
Las fracciones .11, basta la 16, nos aparece 
una mancha unica en las capas 
que las reunirnos, llevandolas 
tavapor. 
En las fracciones 17 a 20, 
ciendo restos de la sustancia de partida, que 
las reunimos con las fracciones anteriores. Concentr~­
mos y llevamos a sequedad. 
El peso seco del res!duo fue de 384 ~g. 
Cristalizamos en metanol, procediendo a su 
estudio qufmico, mediante la determinaci6n de su punto 
de fusion, que fue de 213218~ c. 
La absorci6n m~xima en ultravioleta fue de 
240 n.m. 
Determinamos tarnbien sus espectros infrarro 
jos y resonancia m~gn€tica nuc1ear, que adjuntamos. 
Fig. III.16, III.17. 
En este momenta cambiamos la polar i.du.d del 
·eluyente, pasando a Acetate de Etilo solo. 
En las fracciones 21 a 24 no encontramos nin 
guna mancha en las capas finas realizadas, por lo que 
las desechamos. 
En las fracciones 25 a 28, nos encontramos 
de nuevo con una mancha unica, por lo que las reunimos 
con ellas, concentramos y llevamos a sequedad. El peso 
del residua fue de 32,4 mg. Este res!duo era muy so-
luble en Acetate de Etilo. Intentamos cristalizar en 
metanol, no consiguendolo. 
A partir de esta muestra procedimos a su e~ 
tudio espectrosc6pico, adjuntando los espectros de in-
frarrojo, y N MR. Fig. III.18, y III.19. La absorcion 
en ultravioleta fue de 244 nm. 
En las fracciones posteriores nos encontra -
mos ninguna mancha, por lo que dimas por terminada la 
cromatograf.la, procediendo al.lavado de la columna con 
metanol. 
III.6.2. Estudio del Arthrobacter simplex con Na 
ranja de acridina. 
Como expresamos en el apartado II.1.3., tam-
bien procedimos al estudio de la transformaci6n micre·-. 
biana de esteroides con microorganismos en presencia 
d~ Naranja de Acridina, como facto~ inhibidor de algu-
nas actividades vitales de los microorgan{smos, por s! 
esta sustancia causaba alguna alteraci6n de su compor-
tamiento en la actividad transformante. 
En este sentido procedimos a la realizaci6n 
de este supuesto, siguiendo, exactamente, los mismos 
pasos que realizamos con la bacteria normalmente,mis-
mos tiempor, etc., exceptuando la adici6n de naranja 
de acridina al medio de cultivo, por lo que no repe-
timos estes datos en virtud de una mayor agilidad en 
la exposici6n. Igualrnente procedimos en la extracci6n 
de productos, tal como describirnos en el apartado ·rri. 
6.1.,siguiendo la misma pauta. 
Procedimos, po~teriormente, al mentaje de 
una c'ol wnna sec a, Ap. I I. 6 . 5 . para la separac i6n de 
estos productos. 
Empleamos como eluyentes Benceno-Acetato de 
Etilo, en la concentraci6n 70/30. 
Las ocho primeras fracciones no nos dieron 
ninguna mancha en las capas finas de control realiza-~ 
das, por lo que las desechamos. 
Las fracciones 9 a 14 nos dieron manchas 
~ignificativ~s de es~eroides, correspondientes a la 
sustancia de partida, en las capas finas correspon -
dientes. Las reunimos y llevamos a sequedad. 
Las tres siguientes.fracciones nos sigui~-
ron dando trazas de la sustancia de partida, por lo 
que las reunimos con las anteriores, llev~ndolas a se 
quedad juntas. El peso del residue seco fue de 418 mg . 
. --·o· ~ ~-~~ £ ~-~ 
Esta sustancia era muy solubl ::~~n~neisa, .. 
I '' 'F · " ~ 
Determinamos su punta de fusi6n, previ!~~r~stal)-~·6n 
1 
. , .J.r _> 
con metanol, obteniendo un pun to de £u~i.6n de 21.4...! · 9.2. 
4 ' ·-· , .:::I. 
~~; c • .·' 1 ~ I 
-·./'_'I, • '\•' / . 
. , -...... ·~ -- ;.~,· ' 
Tambien realizamos su estudio.espectrosc6pi-
co, infrarrojo, ultravioleta y N M R, que adjuntamos. 
En este memento cambiarnos la polaridad del 
eluyente a Acetate de Etilo solarnente. 
Las fracciones 18 a 22 no nos dieron ninguna 
mancha correspondiente a esteroides. 
Las fracciones 23·a 26, nos volvieron a dar 
·manchas de ester.oides, una mancha G.nica, por lo que 
las reunimos y 11evamos a sequedad • 
. Las dos siguientes fracciones nos dieron res 
tos de esta misma sustancia anterior, por lo que las 
reunirnos con elias, llevandolas a sequedad, El peso 
del res!duo seco fue de 19,8 mg. 
Realizamos su estudio espectrofr~fico,ya que 
no pudimos cristalizarlo y obtener su punta de fusi6n. 
Los espectros correspondientes los adjuntamos. 
Las fracciones posteriores no nos dieron nin 
guna mancha, por lo que las desechamos y 
lavado de la columna con metanol. 
III.6.3. Estudio del Bacillus 
..:?· 
A un. cul ti vo de B. sphaer icus de ·c~a tro di·&·s 
de antiguedad, segGn describimos en el Apartado II.1.2, 
afiadimos al sustrato esteroide, Sustancia S de Reichs-· 
tein, en este caso concreto, en cantidades de 50 mg., 
per cada 100 ml. del medic de cultivo, rnanteniendo la 
incubaci6n durante otras 96 horas. 
Una vez transcurrido este tiernpo, procedimos 
segun la pauta expuesta en el apartado III.6.1. 
Cornprobada por la cromatograf!a en capa firia 
la existencia de una transformaci6n, con un m!nimo de 
dos sustancias transformadas, procedimos al montaje de 
una columna, del tipo denominado seco, para intentar 
la separaci6n de los distintos componentes existentes 
en el producto de reacci6n. 
La descripci6n de esta columna la recogemos 
en el apartado II.6.5. Solamente hemos de puntualizar 
aquf que utilizamos como eluyente Benceno-Acetato de 
Etilo en la proporci6n 70/30. 
Una vez llevada a sequedad la fracci6n org! 
nica de la extracci6n en un rotavapor, disolvimos en 
una minima cantidad de Acetate de Etilo, con el fin 
de colocarla en la columna cromatogr~fica. 
En marcha ya esta columna, procedimos a la 
recogida de fracciones de 50 ml. cada una, que fbamos 
controlando mediante la realizacion de cromatograffa 
en capa fina, colocando siempre como control, un pun-
to al menos de la sustanci~ de partida. 
Estas cromatograffas las realizamos utili ' 
zando como eluyente, Benceno-Acetato de Etilo en las 
proporciones 60/40 y 1/1 simultaneamente. Al llegar a 
la fracci6n 20 cambiamos la polaridad del eluyente,p~ 
sando a Acetate de Etilo solamente. 
En las primeras once fracciones de esta co-
lumna no encontramos sino impurezas. 
En las fracciones 12 a 17, obtuvimos man 
chas correspondientes a la sustancia de partida, por 
lo que las reunimos u concentramos a sequedad. 
Las tres siguientes· fracci9nes, 18, 19, 20, 
nos dieron restos de la sustancia de partida, por lo 
que las reunimos con las anteriores, llevandolas a se-
quedad juntas. El peso seco fue de 394 mg. 
Procedirnos a la cristalizaci6n en metanol de 
esta sustancia, determinando el punto de fusi6n, que 
nos di6 219-221~ C. 
Tambien realizamos su estudio espectrosc6pi-
co, determinando los espectros infrarrojo, ultraviole-
ta y N MR., que adjuntamos. 
En este memento cambiarnos la polaridad del 
eluyente a acetato ·de etilo s6lo. 
I 
Las tres fracciones siguientes no nos dieron 
manchas de esteroides en las capas finas realizadas. 
Las fracciones 24 a 28, nos volvieron a dar 
rnanchas de compuestos esteroides. Una mancha unica,por 
lo' que las reunimos y concentramos. 
Las fraccione~ 25 a 29, nos dieron restos de 
esta misma sustancia, por lo que las reunimos con las 
fracciones anteriores y llevamos juntas a sequedad. El 
peso del res!duo seco fue 23,8 mg. 
No conseguimos su cristalizaci6n, pero s! re 
alizamos su estudio espe~trofrafico. Los graficos co-
rrespondientes a infrarrojos, ultravioleta y N M R,los 
adjuntamos. 
Las fracciones posteriores no nos dieron nin 
guna mancha de tipo esteroide, por lo que las desecha-
mos y procedimos al lavado de la columna con metanol. 
III.6.4. Estudio del Bacillus sphaericus con Na-
ranja de Acridina. 
En el apartado II.1.3., describimos el culti 
vo de este microorganismo con la adici6n de Naranja de 
Acridina, como inhibidor de algunas manifestaciones 
vitales de las bacterias en general, por lo que inclu! 
rnos este estudio, que realizamos en la posibilidad que 
afectase, tambien, la transformaci6n microbiana de es 
teroides. 
En este sentido procedimos a la realizaci6n 
de esta· experiencia siguiendo, exactamente, los dern&s 
pasos realizados con la bacteria sin el agente inhibi-
dor, medio de cultivo, tiempo de cultivo, adici6n del 
sustrato en las mismas proporciones y mantenimiento 
· d~l tiempo de reacci6n exactamente igual, con la Gnica 
excepci6n ya apuntada, y que describimos en el Aparta-
do II.1.3., de la presencia de la Naranja de· Acridina. 
Una vez finalizado el tiempo de reacci6n pr£ 
cedimos segun la pauta expuesta en el apartado 111.6.1. 
la separacion 
mos.la rnezcla 
ci6n 70/30. 
Una vez en marcha la columna, 
la recogida de fracciones de 50 ml.,· que !barnes compr£ 
banda continuamente mediante la cromatograf!a en capa 
fina, .~n las mismas condiciones ya descri tas repetida-
mente, simultaneando, tarnbien, dos polaridades del elu 
. , -
yente, Benceno-Acetato de Etilo, al 60/40 y 1/1, hasta 
la fracci6n 20 en que cambiamos la polaridad al 40/60, 
con el fin de visualizar mejor las manchas m~s lentas. 
Las diez primeras fracciones de la columna , 
no nos dieron ninguna mancha de tipo esteroide, por lo 
que las desechamos. 
Las fracciones siguientes, 11 a 16, nos die-
ron una mancha unica, de tipo esteroide, por lo que 
las reunimos y llevamos a sequedad. · 
Las manchas 17 a 18, nos dieron la_misma man 
cha que las anteriores fracciones, identicas a las del 
producto de partida, por lo que las reunimos y concen-
tramos llevandolas a sequedad. El peso seco fue de 
398 mg. 
Cristalizamos en metanol, para la determin~ 
ci6n del punto de fusi6n, que nos di6 220~ C. 
Realizamos su estudio espectrosc6pico, deter 
minando los espectros infrarrojo, ultravioleta y N M R 
cuyos graficos adjuntamos. 
En este momenta cambiamos el eluyente a ace-
tato de etilo s6lo. 
Las fracciones siguientes, 20, 21, 22, y 23, 
no nos dieron ninguna rnancha, por lo que·las reunimos 
y concentrarnos. 
Las fracciones 27, 28, 29, y 30, nos dieron 
restos de esta rnisrna sustancia, por lo que las reuni -
mos con las anteriores y llevamos juntas a sequedad.El 
peso seto de este residua fue de 32,7 mg. Realizamos 
su estudio espectrosc6pico, cuyos gr~ficos adjuntamos. 
I 
Las siguientes fracciones no nos dieron nin-
guna mancha del tipo buscado, por lo que dimos por fi 
nalizada la cromatograf1a y procedimos al lavado de la 
columna con metana!. 
De la observaci6n atenta de los graficos an-
. ~;;:-:--, · .... 
. / ') )..I.a..., "';; .. ,,. 
teriores vemos que hay una total identida/!;.'~.r.t'~· ~~~\ 
fracciones obtenidas en primer lugar y e~:4~undo ~~:.: ; 
los cuatro casos anteriore, por lo que po,~o_s .Q.ec~:/ 
"\. I • \. . 
que se trata de las mismas sustancias obteni~~'s~ ~.n"·1os 
cuatro casos. 
Por otro lado, como sabiamos que sustancias 
pod!amos obtener mediante estas bacterias, a partir 
del sustrato utilizado, procedimos a la realizaci6n de 
los espectros de las sustancias de transfarmaci6n,a 
partir de muestras suministradas par una casa comer 
cial. Los espectros obtenidos de la primera sustancia, 
que separamos, y los de la sustancia de partida,la Su~ 
tancia S de Reichstein, eran totalmente superponibles, 
por lo queda demostrado su total identidad. · 
De manera similar pr.~cedimos con la segunda 
'sustancia separada, Ia transfarmada por la acci6n bac-
teriana, el 1,3 pregnadien -3, 20 diana. Obtenida esta 
sustancia a partir de una muestra camercial y realiza-
d~s sus espectros, eran totalmente superponibles a los 
obtenidos a partir de la segunda sustancia separada, 
por lo que podemos estar seguros de su identidad. 
Fig.III.lS.-Esquema de las cromatografias en capa 
fina realizadas para la evidenciaci6n de la trans-
formaci6n del sustrato.En los puntos impares se 
coloc6 la sustancia de partida.En el punto 2 la 
muestra de A.sirnplex.En el punto 4 el correspon-
diente a A.sirnplex con naranja de acridina.En 6 
la muestra de B.sphaericus.En 8 la muestra de B. 
sphaericus con naranja de acridina. 
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Fig.III.l6.Espectro de infrarrojos correspondiente 
a la prirnera fracci6n aislada en la columna cro-
matogr~fica. 
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Fig.III.17.-Espectro de Resonancia Magnetica 
Nuclear oorrespondiente al primer producto 
aislado en la columna cromatogr~fica. 
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Fig.III.lB.-Espectro de infrarrojos correspon-
diente a la segunda austancia aislada en la 
columna cromatografica. 
,. 
..:\ 
"' 
l 
" ~ -~ 
~ 
,( 
A 
.. 
& 
• 
.... 
• 
" 
.. 
• 
• 
• 
• 
• 
.. 
.. 
w 
... 
• 
lJ 
v 
~ 
0 
v 
~ 
i 
., 
' 
• 
I 
--
• l 
• I 
·,I. 
~ 
''1 0 
'.'.i 
;~ 
• :ti 
:~.~ 
-
... 
') 
() 
.. 
0; 
·! 
·; 
Q~i 
w 
•j 
I 
'l 
I~ 
~-
! 
-1 
I 
0 
cb 
0 
:r-· L ... 
0 
;.::: 
.::::. 
........ L 
0 ·c' 
r..'l .. c.::· -
i 
-! 
I 
., 
] 
t 
-I 
~1 
i 
., 
-~ i 
' 
I 
-u_·. 
-~·-·~· I 
i 
,_ 
., ; ·:_ -
0 L .. -·· 
( .. 
' I 
. :.. - • -·" J __ _ 
-----
. : 
... L ---;--g-
' 
_) 
I 
: ! 
--·-i 
'! 
s 
-----...... !--- ---
; . 
·t------·-· 
I 
I 
,· 
c:.;-
(j) .. 
r ..- ~ ..... ,~ •.( 
:'ij 
C{. 
J -~ '-' 1 .~ 
~ rr) 
(·~ I 
I 
I i 
c:-,1 
'..__ ~" 
0-:: \) 
i ~ .... 
...., 
c> 
i~ 
·.(. w 
'S:to 
t:: LJ.;-:1::1 <j: Ki ,. L~uCLr:: 
::i z :j ~ 
0 0 uJ w ~!if) u 0 o::,~ 
~~--.J-.._J· 
I ~I ; 
'owl· : 
-- ·----~'') ('J I I? :;;,~1 
; ~'fJ ::> 
.. j 2 
'· 1 ~ 
---t .... , 
j :s 
-_l 
\)), 
·.__.• 
1 
--~ -- : ..... f 
I 
., 
.·i 
.-.. 
~"'{' :_~ ·---~---~------ ------
- ·-------·--- - ------ ---·---~----·--·--. _.:C> :-r. ......,; ' 1 .: .. i :.,:. I I -
•• 1 I 
-·:{5 
.... I I : 
---~ ' 
Fig.III.19.-Espectro de R M N correspondiente a 
la segunda sustancia aislada en la columna cro• 
matogr&fica. 
'i 
-,....,-
o-' !---
~-
,. 
-, 
,~.I 
I 
·=-
I 
l..) -·-·--
! 
i-
~· 
.--: 
-l 
·--· _l ___ _ 
i 
J 
i 
,-
" l 
i 
I 
~!'' _--
1 
- : .. __ __1 
-+ j . ' ' ~~-------:-----·- ·-- -~- ~- .---
I 
! ' 
I 
I 
.! 
-· -------; 
-i-
·-+.. -.. 1 .! .. 
.i I 
! 
! 
--~~- -i ~ _- _:J : ~ . . : 
--- --;-- [__ _ __ \. ___ _ 
_I 
I_ 
. ___ ! 
_L_ 
_______ _[_ 
-l 
l 
I 
I 
'· I 
-c-r-
-1 
l 
-- - ~ 
I 
i--j__ __ _ 
l ----1 
. ·-! 
--~ 
,-J 
:~1 __ ~ ij 
-
-
-
.. 
.. 
-
-
- \ 
;'I!. 
..... ,l 
.... 
s\ 
t 
III.?. Cultivos con Naranja de Acridina. 
Vista la comunidad antigenica que existe en 
tre estas dos especies bacterianas, tan separadas 
taxonomicamente entre si, quedaban en pie si este he 
cho, asi como la evidencia de que la transformaci6n 
del sustrato esteroide era positiva en presencia de 
·Naranja de Acridina, nos sugiri6 · la ·idea de que se p~ 
diese deber a la presencia de algun factor extracromo 
s6mico, a algun episoma que transfiriese, por un lado 
los componentes antigenicos comunes a arnbas bacterias 
as! como, por otro lado, fuese el responsable de la 
transformaci6n de los esteroides. 
Para aclarar este punto, fue por lo que re~ 
lizamos el cultivo de las bacterias en presencia de 
una sustancia que inhibiese la presencia de episomas, 
Naranja de Acridina, habiendo expuesto en el apartado 
II.1.3., siguiendo la tecnica expuesta por Meynell,G. 
G. y Meynell, E., 1970. 
Es conocido que las sustancias que inhi-
ben la replicaci6n del cromosoma bacteriano realizan 
tambien la inhibici6n de la replicaci6n de episomas y 
pl~smidos a menores concentraciones. Siendo la dosis 
utilizada para la inhibici6n de la replicaci6n, de 
los episomas autonomos entre 20- 50~,/rnl. de Naranja 
de Acridina. 
/~ l-9- 'i>fr--)$ . 
Los primeros cultivos real ~do~, s~W, iendo 
la concentraci6n expuesta en la ob ,;\.{:e·s ~~l.· onada 1 
I I t 
I I 
I , : . • .~ 
de 25 J'Cl. por rnf;., no nos dieron c ~ln.~_ento }?acteria-
no 1 por lo que deduj imos que el Naran ·<::a,~ ..Ac:ridina es-
''·~· 
taba inhibiendo, tanto en Arthrobacter como en Bacillus 
la replicaci6n del cromosoma bacteriano. 
Fuirnos rebajando la concentraci6n de Naranja 
de Acrid1na, hasta conseguir un crecimiento positive, 
que, en este caso concreto fue de 10 )L1. por ml., pri'-
mera concentracion en que obtuvimos este crecimiento. 
Estos cultivos eran , por lo tanto, las bacte 
rias capaces de crecer a una maxima concentraci6n de Na 
ranja de Acridina, lo que desc~rtaba en ellas la repli-
caci6n del episoma y la transmisi6n d~ caracteres debi-
dos a ellos. Otra eventualidad que puede darse es que 
estas bacterias fuesen una-muiante seleccionada por la 
c~ncentraci6n elevada de Naranja de Acridina. 
En este apartado expondremos los resultados 
obtenidos en la busqueda de la posible existencia de 
episomas que fuesen responsables de la comunidad antig~_ 
nica, mediante el enfrentamiento de los antfgenos pr~ 
parades a partir de los cultivos con Naranja de Acr! 
dina, siguiendo, exactamente, los mismos pasos que p~ 
ra la preparaci6n de los extractos antigenicos a pa£ 
tir de los cultivos normales. Apartado II.2., obte ·-
niendo, exclusivamente los extractos antigcnicos para 
analizar. Ver fig. II.2. 
Para la evidenciacion de la posible existen 
cia de episomas que fuesen responsables de la comuni-
dad antig€nica, realizamos los siguientes enfrenta -
mientos mediante la tecnica de inmunodifusi6n de Ouch 
terlony, Apartado II.7.1., que resumimos en el esque-
ma siguiente: 
Ant1geno A s E N frente a inmunosuero anti B s E 
Ant1geno A c EN frente a inmunosuero anti B c E 
Ant1geno B c E N frente a inmunosuero anti A s E 
Antigeno B c E N frente a inmunosuero anti A c E 
Los resultados obtenidos en estes enfrenta-
·mientos fueron totalmente negatives, no obteniendose 
ninguna banda de precipitaci6n en ninguno de ellos.Re 
petimos las inmunodifusiones, reforzando los pocillos 
mediante adiciones sucesivas de los distintos comp~­
nentes de los enfrentamientos, pero nunca conseguimos 
· Fig.III.20.Fotograffa correspondiente s los 
Ouchterlony_en que se utilizaron como antige-
nos los correspondientes a los cultivos con 
naranja de acridina,mostrando reacci6n nega-
tiva. 


positivar los resultados. Esto esta representado en la 
Fig. III.20. que muestra los Ouchterlony correspondie~ 
tes. Habia que descartar si este resultado negative 
era producido por una interferencia del Naranja de 
Acridina en la reacci6n Ant1geno-Anticuerpo. Para ello 
quisimos repetir los enfrentamientos, pero mediante la 
adici6n ''in vitro",del Naranja de Acridina a los prep~ 
rados antig~nicos obtenidos de manera normal, para lo 
cual los fraccionamos en dos partes, a una de las cua-
les anadimos Naranja de Acridina en la misma concentra 
ci6n que tenian en los medics de cultivo, 10 ~g., por 
ml. A estos antigenos los denominamos, respectivamente 
A S E + N,A C E + N,B S E + N y B C E + N. Con ellos 
repetimos los enfrentarnientos, obteniendo los resulta-
dos siguientes: 
1.~ Enfrentamiento Antigeno A S E + N frente 
a inmunosuero anti B S E. 
Obtuvirnos basta seis bandas de precipitaci6n 
en los Ouchterlony correspondientes. 
2.- Enfrentamiento Antfgeno A C E + N frente 
a inmunosuero anti B C E. 
Obtuvimos cuatro bandas de precipitaci6n. 
3.- Enfrentarniento Ant1geno B S E + N frente 
,. 
Fig.III.21.-Fotograf1a en que recoge 
la positividad de la reacci6n de los 
antigenos con naranja· de acridin~ in 
. vitro,frente a la reacci6n negativa 
de los ant!genos con naranja de acri-
dina in vivo. 
• 

Fig.III.22.Fotograf!a en que se recoge 
la reacci6n positiva de los ant!genos 
normales y los ant!genos con adici6n 
de naranja ae acridina in vitro. 
• 

a inmunosuero anti A S E. ~ Dr: ., 
.·"~ 1:'. ~ 
..... / . ~ 
Obtuvimos seis bandas de precip 
1
trr;, ', ·,~.:, \ 
4.- Enfrentamiento del Antfgeno ~ ~- E + ~ :j 
'~ \ .• . f
frente a inmunosuero anti A C E. · {~"':·~ '\ ...... ,· '""' .. f 
'''(.\ . "'~>· .. 
_,:j/J;, ~).',· {I 
Obtuvimos cuatro bandas de precip1 ~:!?~· 
Estos resultados estan representados en las 
fotograffas de la Fig. III.21. 
Tambien realizamos un ensayo de identidad 
de estas bandas, mediante un Ouchterlony en que en 
frentabamos los antfgenos normales y los que conte 
nfan Naranja de Acridina. 
Los resultados, espuestos en la fotograf!a 
de la Fig. III.22., nos mostraron, por un lado, tres 
_bandas de precipitaci6n con reacci6n de identidad e~~ 
tre ios ant.lgenos B S E y B S E + N. Cinco bandas de 
precipitaci6n con reacci6n de identidad entre los an 
t1genos B C E y N C E + N. Dos bandas de precipitaci6n 
con reacci6n de identidad entre los antigenos B S E, y 
a C E, y tres bandas de pr~cipitaci6n con reacci6n de 
identidad entre los antigenos A S E + N y B C E + N. 
Todos.enfrentados con el inmunosuero anti B C E. 
Los resultados obtenidos con los ant.lgenos, 
procedentes del Arthrobacter fueron exactamente igua-
les. 
Todo ello indica que el Naranja de Acridina 
a estas concentraciones no interfiere la reacci6n in 
munol6gica y que, por lo tanto, no pueden ser atribu.!_ 
das a ella la falta de bandas con los cultivos obteni 
dos en presencia de esta sustancia. ~uiz~ la Gnica ex 
plicaci6n a la falta de comunidad antigenica entre 
los cultivos realizados en presencia de Naranja de 
Acridina y sin ella, sea debido a la selecci6n de un 
mutante cuyo cromosoma bacteriano no era inhibido a 
esta concentraci6n. 
El que fuese un mutante soleccionado, expl.!_ 
car1a los resultados de los Ouchterlony de la falta 
de comunidad antigenica y explicar1a tarnbien el por 
que se sigue transformando el sustrato. 
Lo que fue e~idente de este estudio, es que 
el Bacillus sphaericus y el Arthrobacter simblex !le-
van a cabo la transformaci6n tanto en ausencia como 
en presencia de Naranja de Acridina, aunque,antigeni-
camente la composici6n de ambos, en ausencia y en pr~ 
sencia de Naranja de Acridina, sea totalmente diferen 
te. 
IV. DISCUSION 
... ·· 
' ' 
I • 
DISCUSION. 
En la realizaci6n de nuestro trabajo hemos pa~ 
tido de la base de que unas bacterias, bien conocidas en 
su actividad transformante, en las cuales se han descri-
to y a!slado algunos sistemas enzim&ticos, V. gr., la 3-
0xo- A'- -esteroide-A Oxidarreductasa del Arthrobacter si!!! 
plex, per Penase, y Bulieu, 1967; Penase y Peyre, 1968 , 
entre otros. La deshidrogenaci6n de algunos esteroides 
por el Bacillus sphaericus, Stefanovic y col, 1963; Rin-
gold, y col, 1962, entre muchos otros, as! como el cono-
cirniento de 0tie se hab!an estudiado y ·a!slado muy. diver-
·sos sistemas enzim§ticos transformantes de esteroides, 
tanto en bacterias como e~ hongos. 
Eri~l e~tuditi de los trabajos de Neseman y col. 
1960; Schmidt-Thorn~ y col., 1962; _Cina'der y Lafferty, 
1964; Vogel, 1967i Suzuki y .co"l. 1969; Polichov~, 1970 
Avrameas, 1970; Cinader y col., 1971, entre otros inuchos 
en que realizan un estudio exhastuvo de la din&mica enzi 
m§tica, presencia de diversos sistemas, e inducci6n y r~ 
presi6n en presencia de sustratos esteroides, as! como 
;la influencia ejercida por la presencia de anticuerpos 
espec!ficos,que conllevan uria activaci6n de la actividad 
enzim~tica. No obstante heroes encontrado que los m~todos 
' \ 
utilizados en este estudio estaban dirigidos a la ide~ 
tificaci6n qu!mica de la presencia de estas sustancias. 
Por todo ella, conociendo diversos trabajos 
en que se utilizaban sistemas biol6gicos , · ~ ': udio 
'~. \ /·);" ~' 
de componentes enzim~ticos, mediante la #~6~. de 
anticuerpos especfficos en diversos an~~~ies ~e ~~· ri 
mentaci6n, conOciendo la especificidad \~ -~stas'"t' i -
-1 ( ', ti'; ~,, / 
cas, su extremada sen~ibilidad, el an~li · .~ -i\.\~'- 'not6g! 
I 
co, especialmente dentro de las tecnicas de inmunodifu 
si6n e inmunoelectroforesis, v. gr., ·chordi,·y Kagan, 
1964; Torma y Chordi, 1965, as! como las directrices 
·seguidas en los numerosos trabajos .de investigaci6n i!!_ 
munol6gica, como los de Arcos, l966; Hermida, l969;Ll~ 
dias 1970; Mart!nez, 1~~6; Ort!z de tand~zuri, 1970; 
Teijeira, ··1972, etc., quisimos seguir este camino en 
la investigaci6n de los mecanismos implicados en la 
transformaci6n microbiana de esteroid~s· ya que ve!amos 
este camino inexplorado, con lo que marca'r!amos una 
nueva ruta dentro de este campo tan estudiado bajo o -
·tros aspectos. 
Como hemos vis to en los Resultados, en · el 
an&lisis antig~nico del Bacillus sphaericus, ~emos po-
dido detectar por diferentes m~todos, un total de 30 
' ' 
.. 
bandas de precipitaci6n. L6gicamente no todas estas 
fueron encontradas por un analisis antigenico directo, 
solamente encontrabamos de esta forma un total de 20 
bandas de precipitaci6n. La sistem~tica seguida ha si-
de la de.absorciones y comprobar que exist1an las dif~ 
rentes bandas por diferentes metodos. Esta discordan-
cia en el numero de bandas que encontr~bamos de manera 
directa del patr6n total, depende de las proporciones 
.de ant!geno que .se encuentran en el total de la mues -
:tra, los llamados por nosostros ant!geno mayor y minor, 
' 
aquellos ant!genos que estan en concentraciones sufi-~ 
.cientes para la formaci6n de anticuerpos, pero ~o para 
precipitar. Esto explica el porque de una forma encon-
trabamos unas bandas cuando utiliz~bamos el ant!cuerpo 
i 
frente a ·un ant!geno y en cambia no lo encontrabamos 
cuando utilizabamos otro ant1geno, estando presente el 
anticuerpo en el. inmunosuero. 
·No hemos sido capaces de encontrar en la Li-
teratura ningun trabajo que haga un analisis complete 
.. 
·de las prote!nas de estos mic~oorganismos ni siquiera 
de sus.enzimas. El numero de prote!nas o enzimas que 
enCOntrabaffiQS p0r lOS ffietOdO_S iniDUn016giCOS 1 era 4en-
tro de los 11mites,del metoda que hemos encontrado en 
' ' 
otras multiples bacterias I Arcos I 19 66 ,. Tampoco hemos €!:!. 
contrado ningdn estudio aue se haya efectua ~· Baci-
- ~~~~ 
llus sphaericus y del Arthrobacter simpl <;, 0~ f'~, s-
put'!s de la inducci6n por el sustrato paf': ~ t~J~~; m~ 
ci6n de esteroides. El Unico dato que h '~s~o,~ 
\~ ~~ 
ger es el estudio efectuado por Soda y c \ ~14 -~' en el 
cual aisla una leucina deshidrogenasa que purifica, y 
posteriormente somete una electrofor~sis en gel de acr! 
lamida. No describe.la movilidad electrofor~tica absolu 
ta, ni tampoco, la movilidad electrofor~tica relativa a 
·I a albumina. Sin embargo, por la fotograf fa que presen-
ta; pa~ece se~ una prote!na lenta que, por otro lade, 
describe esta enzima como constitutiva. Por la movili 
dad que presenta en la .t:otografia se deduce .que debe t~ 
ner entre 15 y 30%. Nosotros hemos encontrado ent.re es-
tas movilidades una sola banda de movilidad 16. Todas 
las dem~s eran mucho ~s lentas o m~s ·r~pidas. Sin em 
bargo, debido al diferente enfoque de ambos estudios,es 
di~icil deter~inar la co~responde~ci~, pero, podr!a tra 
tarse de la movilidad 16 encontrado por nosotros. 
Respecto al an~lisis antig~nico del Bacillus 
sphaericus·, tampoco hemos encontrado ninguna ~eferencia · 
de un estudio antigenico de estas especies, si se habia 
' ' 
t' 
efectuado con anterioridad un analisis antigenico del 
Bacillus cereus, en el cual se habfan encontrado un to 
tal de 31 componentes, Arcos y Chordi 1969. Indiscuti-
blemente, al cambiar la especie, cambian las protefnas 
especfficas, pero, sin embargo, hemos encontrado un n~ 
rnero similar de componentes antigenicos. No nos inter~ 
saba determinar la comunidad con el Bacillus cereusJp! 
ro sf pudiinos constatar que, al igual que en el·ante-
rior estudio de Arcos, se encontraba un gran ndmero de 
protefnas con una movilidad electronegativa. Incluso 
en aquel estudio sobre el Bacillus cereus, llegaba has 
ta una movilidad de -31, nosotros hemos llegado ~ en-
contrar .una de movilidad -23. Por otro lado, tambien , 
encontr~bamos movilidades muy superiores a la de la al 
b1imina basta de 127 en nuestro estudio,, Qosa que tam -
bi~n se encontraba en el estudio sobre·el B. cereus.Es 
decir, que una de las caracter!sticas que nos llamaba 
la atenci6n es que las prote!nas del Bacillus, ten!an 
.... ~ ~ - - - - ~ 
un gran espectro. Oscilaban desde grandes movilidades, 
superiores a la de la albUffiina, hasta movilidades ele£ 
tronegativas, prote!nas electropositivas que emigraban 
bacia el polo negative, cosa que tambi~n fue encontra~ 
da en el dnico estudio que nosotros conocemos efectua-
' 
' 
.. 
do sabre otra especie del Genero Bacillus. ··. ~ :· .'·· ··~ 
... 
, ,.... ";. 
Quiza lo m~s destacado sea la gran .cantidact -..; 
I ' \ 
I n 
de prote!nas inducidas Y. reprimidas que hemot;f~~ontri :J 
do, tanto en el estudio del Bacillus sphaeri~~)'c~.;-"'f. 
. -~.\_~lt!A ~ ~'-~ 
en el de Arthrobacter simplex. Sobre todo nos 1~ 
atenci6n no las inducidas, sino las reprimidas. En el 
caso del Bacillus, encontramos seis ·prote!nas entre 
las reprimidas y, en el caso del Arthrobacter, encon -
tramos cinco. Sorprende esto porque otros trabajos de 
_·iriducci6n por otros sustratos, v~ gr., el escrito por 
Arcos y Chordi sobre Bacillus cereus, se· encontra~a 
:que aparec!an muchas inducidas, per:o no se encontraban 
I I 
reprimidas cuando se anadia al sustrato una sustancia 
como la penicilina que_,. indiscutiblemente, era sufi 
ciente como para producir cambios abundantes. Aqu! ve 
mos una gran cantidad de reprimidas, es decir, qu~ el 
efecto def sustra to estero ide produce. ·u·n · gran trans -
torno en la constituci6n de ·las·prote!nas de las bacte 
rias. Quiz~ sea esto debido a que e~ esteroide del sus 
·trato interfiera con la fisiolog!a de la bacteria. En 
I . 
· cualquier caso llama la- ·ateilci6n, como dec!~mos ante-~ 
riormente, la cantidad de prote!nas reprimidas exi~te~ 
tes. Un nUmero de autores· ha sugerido que deben produ-
' • 
cirse rnuchos cambios cuando aparece en el sustrato un 
estero ide, posiblemente par un mecanisme:. de ~!p.tlOBt · 
.;v ~ 
caci6n en las bacterias, extreme que ha s ;~~~ ~~~a"'~O 
por Stoudt, 1960. sospecha que el sustra~.,~.~ ~ster6r~~ 
produce algGn efecto sobre la respiraci6n\~l~lt~vo· 
bacteriano. Si esto fuese asf efectivamen~·~·xplf. 
car!a el por qu€ de estos cambios tan llamativos en re 
primir cinco o seis de las treinta prote!nas que· dete~ 
t~barnos, aproxirnadarnente un 20%. Por otro lado es cono 
cida la acci6n de los sustratos esteroides sobie las 
c€lulas eucari6ticas, sabre los tejidos de mam!feros. 
En este sentido, Lang, 1971, h~ revisado la acci6n que 
puede tener sabre la repreci6n e inducci6n sabre las 
c€lulas eucari6ticas y piensa que los esteroides pue-
·. den actuar como enzimas, coe.nzimas o ap.qenzimas o que 
tengan efectos alost~ricos o qUe a6t6en.sobre la fer 
mentaci6n de nuevas enzimas 0 que ·act6en sabre la trans 
cripcci6n del D .N-.A. 
~- Sutherland, 1969 y Breuer, 1965, recientemen 
te, han revisado la acci6n de los esteroides explican-
do que actaan como enzimas, coenzimas 0 apoenzimas y 
as! explicar, de manera an~loga, su acci6n sobfe las 
bacterias, aunque todos estos trabajos se refieren · a 
la acci6n de los esteroides sobre celulas eucari6ti -
' ' 
cas. Tambien se ha estudiado que podfa ser un efecto 
tan llamativo por efectores alostericos, cosa que ha s~ 
do revisado por Yielding y Tomkins en 19~ci6n 
I C ,.., ..... ......., r, "• 
con la glutamate dehidrogensas de los ~~~geno~.~' lo 
que fuere, lo que s i es cierto es que :~ J1 casd ci~/ tra 
~- \ ' ' J .! -" ~;~ ~:/ '/ . 
bajar con un sustrato esteroide las ac ·~es so~~cho 
. 1tA _ \11~~ / . 
mas llamativas·y que los cambios son mayor~los que 
estamos acostumbrados a ver en otras bacterias, 'traba ·-· 
jando con otros sustratos. 
Nosotros no conocemos si las enzimas causan -
tes de la transformaci6n del sustrato son enzimas .cons-
titutivas o inducidas. En la bibliograf!a, las enzirnas, 
de'las bacterias capaces de transformar esteroides, han 
sido descritas unas veces como constitutivas y otras v~ 
ces como inducidas. Perlman y col., 1952 ·y 1955, encon-
tr6 r~ue en el Streptomyces eran inducidas, pero, Pena -
sse y Bauli~u, 1968, trabajando con Ai~hrobacter sin -
plex y con el.mismo sustrato, encoritraba que·la _ enzi-
mas 3-0xo-esteroide~4-~-0xid~rreducta~a era inducida y 
todas las muestras que preparaban estos autores eran a 
partir de cul tivos a los que a.fiad!.an el sustrato ~ Segun 
estes y en el caso del Arthrobacter si~plex, las enzi .,.. . 
mas causantes de la transformaci6n deber ser, o bien la 
' . ' 
de movilidad 70, la de movilidad 100, la de movilidad 
107 o la de movilidad 115, que son las unicas induci-
das que nosotros encontr~bamos en gran cantidad prec! 
samente en esta cepa de Arthrobacter. Ten!a que ser 
una de las doce inducidas que nosotros encontr~bamos 
en esta especie bacteriana. Como estos autores no exp~ 
nen la movilidad electrofor€tica d~·este ~i~p~radci ~!! 
lado, nos.otros no podemos determinar la posible corre~ 
pondencia entre la.· enzima · a!slada por estos autores, 
y las protefnas inducidas encontradas por nosotros.Tr~ 
bajos en marcha en el laboratoriO, intentan.determinar 
·cu~l de estas prote!nas es la ·que tiene capacidad 
transformante mediante fraccionamientos en columna de 
cromatograf1a y determinaci6ri de la actividad enzim~ti 
ca ·transformante. 
, . 
..J'I 
I 
Pasamos. a continuaci6n al est.udio de la cornu 
nidad antig~nica que encontramos entre ambas especies 
bacterianas. Verdaderamente resulta muy sorprendente I 
el gran n!imero de componentes antig~nicos que encontr~ 
mos comunes para especies t.an separadas taxon6micamen-
te separadas entre sf. Esta comunidad antigenica ins6-
lita entre dos especies taxon6micamente dif~rentes 
nos llam6 la atenci6n desde el princ'i:pio. Las inmurioe-
' 
' 
lectroforesis cruzadas (antfgeno y anticue,~~~~.~ene-
- • .. t ... 
cientes a microorganismos diferentes) , ~a'n.J..s?a'\~, o 
mayor riqueza en bandas que las hom6log~:s.~' J_(antig'n~' y 
anticuerpos del mismo microorganismo) •.. ~ .. s ... ~·\ .. :~j)red o-~· r-,... ~J 
ductible. Es rn~s, en algdn caso se det~~~-~~ yor ~ ... 
numero de bandas par reacci6n cruzada de sistemas hete 
r6logos que con la reacci6n directa·con sistemas hom6-
logos, v. gr., el antigeno As E daba 10 bandas de pr~ 
cipitaci6n directa con el inmunosuero anti B f. E, mie~ 
tras que este mismo antfgeno daba s6lo 9 bandas de pr~ 
cipitaci6n con su hom6logo e.l inmunosuero anti A S E. 
Los patrones antig€nicos compuestos nos daban un total 
de 31 bandas antig~nicas para el Bacillus sphaericus , 
33 para el Arthrobacter. simplex y, en camb~o ,· por rea~ 
ci6n cruzada detectabamos un total de 37·componentes 
antig~nicos. 
Quisimos, insistiendo en este punto, tenie~ 
do en cuenta esta co~unidad, comprobar si existia com~ 
nidad antigenica con otros sistemas. bacterianos que r~ 
alizasen la mis~~·transformaci6n, por lo que procedi "'""· 
mos :al enfrentarniento de los inmunosneros procedentes 
de las bacterias anteriores B sphaericus y A~ simplex, 
en los dos aspectos de sin esteroides Y.con esteroides 
' ' 
enfrentandolos con los extractos antigenicos proceden-
· tes del Pseudomonas dacunhae,observando en las inmuno-
electroforesis realizadas,la ausencia total de bandas 
de precipitaci6n cuando empleabamos los inmunosueros 
anti A S E,anti B S E y anti B C E.Solamente cuando 
emple&bamos el inmunosuero anti A C E,encontrabamos 
-dos bandas de precipitaci6n comunes,las de movilidades 
relativas ~4 y 117. 
En los enfrentamientos inmnnoelectroforeti-
cos realizados con los ant!genos obtenidos a partir de 
los cultivos a los que adicionamos in vivo naranja de 
·acridina con los inmunosueros ·procedentes de la ·inmuni-
zaci6n de los conejos con los antfgenos norrnales,los 
obtenidos a partir de los cultivos norrnales,encontrarnos 
una falta total de respuesta en lo referente a la apa-
rici6n de bandas de precipitaci6n.V€ase Resultados,A-
partado III.7,tanto cuando se utilizaba como inmunosuero 
el procedente del Bacillus sphaericus sin es·teroides, 
como cuando ·se utilizaba el procedente de B.sphaericus 
con esteroides,como cuando se .utilizaba er que proce-
dia del Arthrobacter simples sin esteroides,o el A.sim-
plex con esteroides. 
Estas experiencias las repetimop· ·r·eiteradamerv-
' 
' 
te ya que nos llam6 poderosamente la atenci6n este fen6-
meno,encontrando repetitividad en todos 
tuados,por lo que no pod!a tratarse de 
que carnbiamos las condiciones experime 
los enfrettamientos hom6logos como los 
cuanto a sistema bacteriano. 
Hubo un momenta de nuestra investigacion ,par 
lo tanto,en que pensamos que esta falta de comunidad an-
tig~nica fuese debida a la acci6n inhibidora del aaranja 
de acridina sabre la reacci6n antigen~ anticuerpo,como 
·algunos colorantes interfie»en.Para ello se realiz6 el 
experimento de la simple adici6n in vitro al ant!geno de 
B.sphaericus y A.simplex sin.esteroides y con esteroides 
naranja de acridina y comprobar los resultados con antfge-
nos sin naranja de acridina.Es ·decir,que con .el fin de 
determiriar si el naranja d e acridina ·. interfer!a la reac-
ci6n ant!geno-·anticuerpo, se comparaba el · ant!geno obteni-
do de los Bacillus_ Y. Arthrobacter,_cul tivados in vivo sin 
naranja de acridina,aon unos ~nt!genos ~ los que se hab!a 
afiadido in vitro el colorante.El resultado fu~ la exiseen-
cia· de una comunidad antig~nica compl~ta entre los ·an-
.. 
' ' 
tigenos sin y con acridina, es decir, que el colorante 
no interfer1a la reacci6n ant.lgeno' anticuerpo~ y· ·,~·~, que 
se deb.la atribuir el efecto producido "i9 vivo" a··~~. u 
(, ' .,.. 
na interferencia o efecto biol6gico de ~os cono~i~ s 
, 
por este colorante. 
A la luz de estos resultados, 
el efecto no era "in vitro" sino"in vivo", s6lo cabe 
interpretar que el naranja de acridina producfa los ca 
racterfsticos corrimientos del sistema de lectura,bien 
por la adici6n o la sustracci6n d~ una base y que por 
eso exist.lan tantas diferencias entre la cepa original 
y la cepa mutada, ya que ninguno de.los ant!genos m~s 
importantes de la cepa original coincid.la con la cepa 
mutada. Lo mas sorprendente es que esta cepa mutada, 
con ant.lgenos totalmente diferentes, era capaz de efe£ 
tuar la transforrnaci6n de rnanera similar a como la rea 
lizaba la cepa ~riginal·~ En 16~ ~~fr~n~amientos cruza-
dos expuestos· ·en· el apartado III. 5., nos encontramos 
con un total de 16 componentes constitutivos comunes, 
io componentes reprimidos comunes y 11 componentes in 
ducidos comunes. Esta comunidad antigenica·es incom 
prensible al tratarse de dos g~neros diferentes. Es co 
nocido que el g~nero Arthrobacter merece una revisi6n, 
' 
\ 
• 0 
y que concretamente la especie con que nosotros trabaj~ 
mos, el Arthrobacter simplex, presenta dificultades de 
clasificaci6n. Copiamos aqu1 un p~rrafo de la publica -
ci6n de Zagallo y Wang, 1962, en que expone esta probl~ 
matica: "Conn, 1968, fue el primero en !lamar la aten -
ci6n de la existencia en el suelo de una bacteria con 
un 'pleomorf ismo muy marcado, en el sentido que cambia 
facilmente de bacilo, en cul tivos j6venes, a for·rna co -
coide en cultivos viejos despues de pasar por un elerne~ 
tal ciclo vital. Por ser morfol6gicamente similar a los 
Corynebacterium, Conny Dimmick, 1947, proponen el nom-
bre Arthrobacter para inclu1r en·. el los microorganismos 
pleom6rficos del suelo, que, en 6ontraste con los dift~ 
roides ~nimales, licuan la gelatina, no producen ~cido· 
en la fermentacl6n de los azucares, son.ureasa negati -
vos y crecen bien sobre medics ·de cultivo sencillos,con 
fuentes inorg~nicas de nitr6geno. El .nuevo genera fue 
recogido en la edici6n de 1957 del Bergey's_Manual. No 
· obstante, muchos microbi6logos opinan que los mic~oorg~ 
nismos globiformes procedentes del suelo no deben ser 
inclufdos en el Genera Corynebacterium. La posic'i6n 
taxon6rnica del genera' Arthrobacter est~ sujeta, aun, a 
muchas controversias. Lochhead y Burton 1957 y Lochhead 
' ' 
..---......... 
1958, que estudian la flora del suelo, a.lslan ~:d'ci~A~~, 
. (.:) ~·....., '"'· ':'7 ' 
'/---::- ,/ '· · .. 
rizan varias especies bacterianas de las qu ~11gunas '·~~:' 
f ; . ~ 
quieren amino~cidos, as! como otras depende ~~- div~r-f.:. 
0 ' ' 
. ~ '-:..._.._.... : 
sos factores nutritivos para su crecimiento . ~.fm~~~\.~~~:7' 
~-"' gunas especies son as!gnadas al genero Arthrobac ~por 
su similitud rnorfo16gica, aunque presenten grandes dife 
rencias nutricias entre sf. En la edici6n de 1957 del 
Bergey's Manual, est~n recogidas nueve especies·de Ar-
thrbacter". 
Recientemente; Skyring y Qyadling, ·1970, han 
realizado un estudio sabre el Arthrbactler, asi como 
Katznelson y Mason, 1962 y Cummins .y Harris, 1959, so -
bre la posici6n taxon6mica del Arthrbacter. En todos 
tos estudios destaca que dentro del genera Arthrbacter, 
est~n comprendidas una gran cantidad de cepas con mu ~ 
chas diferericias entre s!, especialmente teni~ndo en 
cuenta, la propo~ci6rl de.Guanina-titb~~na, oscila entre 
. . 
las especies de Arthrobact~r desd~-~ri (0% basta un 70% . 
. ; 
·Esto indica que muchas especies clasificadas dentro de 
este g~nero-pueden no estar i~terrelacionadas. 
De manera similar. pasa con el Bacillus, el 
cual es el ejemplo t!pico de estar inclu!das dentro del· 
mismo genero especies no relacionadas entre s!. Es cono 
' . ' 
En el trabajo de Skyring 1 Qualing es precisa~ 
mente el Arthrobacter simplex el que da un fndice mayor 
de· Guanina-Citosina, un 74%. Sorprende esta cifra tan al 
ta que se asemeja a las que presentari las especies de No 
cardias, Streptomyces y algunos Hicrococos, pero ~uy di 
~erente de los que presentan otras ~species del g€nero 
Arthrobacter. Es decir que de la bibliograf1a existente, 
es conocido que las do~.bacterias pertenecen ados g~ne-
ros cuya revision taxon6mica parece indicada, porque · es 
inexplicable que tengan tanta heterogeneidad ambos gene-
ros •. Sin embargo, esto no nos explica · ·el por que encon -
tramos tanta comunidad antigenica entre ambas bacterias. 
Precisamente el unico estudio que hemos podido encontrar 
en que este expuesta la compos_ici6n de bases Guanina-Ci-
tosina ha detectado una cifra muy elevada del 74%, cosa 
que no es encontrable nunca en el genera Bacillus. Nos~ 
tros no hemos detectado en nuestras cepas el contenido 
' . ~ 
en Guanina-Citosina, ni tampoco conocemos qu~ cifra tie-
ne el Bacillus sphaericus, pero este genera siempre ti~· 
ne unas cifras que nunca son superiores al 55%, es decir 
que tampoco es probable que en nuestras cepas exista una 
relaci6n en el contenido Guanina-Citosina, que pueda ex-
plicar el por qu€ de.esta comunidad antigenica. 
Por otro lado un estudio inmunol6gico realiza-
'do por CuiT~ins; 1961, sobre el Arthrobacter nose encon-
tr6, como era de esperar, al tener el A. simplex una can 
tidad de Guanina-Citosina del 74%, parecida a la que tie 
nen las Nocardias, Streptomyces y Sacharomyces, un~ com~ 
nidad antig~nica entre el Arthrobacter simplex y otras 
especies de Mycobacterium, que tiene precisamente esta 
proporci6n entre 70 y 80%, Streptomyces y Actinomyces,lo 
que pone en duda que;exista una .interrelaci6n entre Inrnu 
nologia y la proporci6n Guanin.a..:.Citosina. 
En resumen, no podemos explic.arnos el por que 
de esta comunidad antigenica desde el punta de.vista 
taxon6mico, aunque es cierto que, tanto el g~nero Baci -
llus como el Arthrobacter son generos·que comprenden es-
pecies muy heterogeneas, que deben reagruparse y subdiv! 
dirse, probablemente en nuevos.generos .. En cualquier ca-. 
so existen muchas diferenctas en el contenido Gu~nina-Ci 
' ' 
.,· 
tosina entre las dos especies que hemos utilizado en 
nuestro trabajo, aunque, en el caso del Arthrobacter 
simplex se encuentren relaciones inmunol6gicas con bac 
terias que tengan proporciones similarea a las suyas 
de Guanin~-Citosina. 
La finica explicaci6n ser!a la existencia de 
un episoma, que por las circunstancias que fuesen, pu-
diese transferirse entre estas dos bacterias, aun sien 
do taxon6micamente lejanas. Stoker y col., 1960, des-
criben la comunidad antigenica entre diferentes espe -
cies de Salmonella transmitida por episomas y por fa-
.gos. As!, el ant!geno que ellos denominaban 1 era ca-
paz de transferirse de una Salmonella a otra, incluso, 
de diferentes grupos. Amano y" col., 1958, ¢rskov y ¢r~ 
kov, 1961, Sneath y Lederberg, 1961, encuentran que 
los ant!genos espec!ficos de superficie de las bacte 
rias Gram negativas, as1 como las colicinas pueden ser 
transferidas por replicones o pl~smidos entre especies · 
diferentes dentro de la misma familia Enterobacteri~ -
ceas. Estos autores explican que lo que se.transfiere, 
es la estructura di superficie, la cual es controlada 
por estos pl~smidos a1slados y que, cqn toda probabil! 
dad, contribuyen a las propiedades antig~nicas que 
' ' 
cromosoma bacteriano o no. De tal 
1966, revisando este tema concluye qu 
los elementos geneticos clasificados 
nen determinantes que causan cambios 
las bacterias. 
en 
Puede parecer extrano que en nuestro caso se 
tratase de dos especies diferentes, pertenecientes a 
.dos familias tarnbien diferentes. Es conocido el fen6me 
no denominado restricci6n controlada por el huesped 
·del A D N extrafio. Sin embargo existen ejemplos· de la 
existencia de transmisi6n de bacteri6fagos o de pl~sm~ 
dos entre especies muy difere.ntes. As1, por ejeinplo, el 
factor de transmisi6n de resistencia, R T F, que tran~ 
mite la resistencia a la estreptomicina, cloramfenicol, 
tetraciclina, y s~lfonamid~,puede tr~risferirse no s6lo 
entre las Enterobacteri~ceas, sino a especies filogen~ 
ticamente muy distantes, como pertenecientes a los ge-
·neros Vibrio, Pasteurella, Serratia y Pseudomonas, Wa-
ta~abe, 1963, Meynell, Meynell y Data, 1968. Por ~so 
no parece descabellado pensar.en.la transferencia de 
estes elementos geneticos· entre estas dos bacterias· 
' ' 
aunque fuesen pertenecientes a dos generos filogeneti-
carnente distantes. Esta interpretaci6n fue la causa de 
los estudios que realizamos con estas bacterias en pr~ 
sencia de Naranja de Acridina. 
Es conocido que el Naranja de Acridina pert! 
nece a un grupo de colorantes que originan espec1fica-
mente mutaciones por corrimiento del sistema de lectu 
ra. Estos colorantes son moleculas capaces de insertar 
se entre dos partes de bases del DNA. Durante la repli 
caci6n puede insertarse una base extra donde est~ loca 
lizada la acridina, alargando el ·DNA en una base y co-
rriendo el s{stema de lectura .- De manera al ternativa , 
la presencia de esta acridina puede inhibir la incor 
poraci6n de una base que eri o~ras condiciones o en con 
diciones normales se in.sertar1a. El DNA, · por consig-ui~n 
te, queda cortado en una bse, lo que ocasiona un corri 
mien to del sistema de l.ectura. Siempre las acridinas 
6riginan mutaciones de este tipo, ocasionando bien la· 
adici6n ~ la sustracci6n de una base lo que harie que 
exista un corrimiento del sistema de· lectura y muchas 
enzimas o prote!nas esten alteradas. 
La aplicaci6n a los·plasrnidos proviene de 
que se conoce que la replicaci6n de un plasmido aut6no 
., 
' 
rno es inhibida mucho mas que la replicaci6n del DNA de 
las bacterias. De tal forma que al 
sea intracelular o extracelular su 
be de manera selectiva. Por esta raz6n 
· .... 
dentro de las acridinas, el Naranja de Acri l~a ~·Lq:;. ~~ 
I.~ 1,1'-;. , 
perimentos se realizaron a diferentes concentr~--6nes 
hasta que conseguimos la maxima cantidad de Naranja de 
Acridina que permit1a el crecimiento de la bacteria.Las 
bacterias que crecieron en estas condiciones, tanto en 
presencia como en ausencia del sustrato fueron analiza-
das como dij imos en Resultados. Nos ericontramos (~ue las 
bacterias que crecieron en presenci~ de Naranja de Acri 
dina, efectuaban la transformaci6n del sustrato esteroi 
de, la Sustancia S de Reichstein, con lo cual indicaba 
que-el naranja de acridina no inhib!a 1~ .transformaci6n 
de esteroides, pero, per el co~trario, pudimos encon 
trar que las bacterias crecidas en presencia del Naran-
ja de Acridina, inmunol6gicamente eran diferentes de · 
las bacterias crecidas en su ausencia, tanto se exist!a 
sustrato como si no estaba presente. _Esto parece indi -
car que existi6 una mutaci6n o un corrimiento de bases 
en lo que a ant!genos se refiere. 
En nuestros expeiimentos vimos que cuando ana 
d1amos Naranja de Acridina. al sustrato la bacteria que; 
' ' 
crec!a produc!a la transformaci6n de tal forma que el 
producto final, separado y analizado por crorn ra ~ 
7~ 
' . ~ iJ ' •,·~ 
f!a y determinaci6n de sus constantes qu · as~~~~-
.. J ;!'I#"'.,_ ·(_:.. \ . 
c.. /'/. "'.. · .. t 
pectrosc6picas, era exactamente el mismQ~~ cuandO: 
se utilizaba un cultivo sin la adici6n ~~,_Jaranja .~e 
Acridina. Esto demostraba que en· estas c~~~ntraci~ -
\ ; I i - '· . 
.. , ___ :;. .. '. 
nes de Naranja de Acridina, que eran las m~ximas via 
bles, para el crecimiento de las bacterias, no exis -
t!a, por lo tanto, ninguna posibilidad de transmisi6n 
de esta capacidad transformante, por media de un pla~ 
mido. Sospechamos de los resultados del an~lisis anti 
g~nico que pudo tener luga~ una mutaci6n,_ es decir, 
que la concentraci6n del Naranja.de Acridina fu~·lo 
suficientemente intensa, no s6lo para inhibir o alte-
rar la replicaci6n del plasmido, sino ~~ra alterar y 
efectuar un corrimiento en el.ADE de la. bacteria. 
. . . 
El analisis antig~nico de las bacterias cul 
tivadas en presencia del Naranja de Acridina, mostra- · 
· ba una composici6n antig~nica totalmente diferente de 
·las bacterias cultivadas en ausencia de dicho coloran 
te, tanto cuando se encontraba presente ~1 sustrato 
en el media de cultivo; como cuando carec!a de ~1. La 
evidencia era clara de que la presencia del Naranja 
:;. 
de acridina modificaba la actividad de es~ ~ 
<-:}''\ ~ 
aunque no modificaba su capacidad tran~f$t'r ·: , 11· r-
que el producto final segufa siendo e{ . ;s~~: ~~; o~ Ire 
. \~~ (I.,~J -
\.·q; ~-' , lizados utilizando los ant.lgenos precede · s-~- os 
cultivos sin Naranja de Acridina obten.lamos siete ban-
das de precipitaci6n, mientras que·en los realizados 
con los ant.lgenos obtenidos a partir de los cultivos 
con· Naranja de Acridina, en el caso del Arthrobacter 
simplex y del Bacillus sphaericus sin esteroides,no o£ 
ten.lamos ninguna banda de precipitaci6n. Lo mismo nos 
. . 
pasaba con los ant.lgenos obtenidos a partir de los cul 
,~,· . . 
tivos en presencia del sustrato esteroide. 
Es decir,las.enzimas causantes de la trans -
formaci6n, al no ser modificadas por ~a-presencia del 
Naranja de Acridina, a diferencia de ios determinantes 
causantes de la aritigenicidad, s6lo podr.la explicarse 
por alguna de las siguientes posibilidades:·. 
·a) Que el corrimiento de.las bases no afec-
t6 al gen de la enzima transformante'y que esta no es-
! 
t~ en suficiente cantidad para dar bandas de precipit~ 
ci6n, o no tfene suficiente antigenicidad. 
b) La supresi6n en bloque de las enzimas an 
tigenicas. 
c) Una reversi6n por mutaci6n al gen primit~ 
vo de la enzima transformante. 
La primera posibilidad no parece probable de 
bido a que la cantidad de enzima que se produce en la 
transformaci6n es elevado. Soda y col., 1971, en su 
trabajo sobre la L-Leuc!n deshidrogenasa, obtiene una 
cantidad de esta enzima que se aproxima a 64 micorgra-
mos por mililitro, cifra que es m~s que suficiente pa-
ra determinar precipitaci6n inmunol6gica, maxime en 
las condiciones que preparamos los ant!genos, en que 
·concentramos 50 veces las proteinas. No se determina -
ron en nuestro trabajo la.concentraci6n de unidades de 
actividad espec1fica por mililitro de ant1geno a anali 
zar, pero, de aucerdo con los trabajos del autor antes 
mencionado, en condiciones analogas, nosotros deb!amos 
obtener 120 unidades de actividad especifica por ml.de 
. ant!geno, lo que equivale ·a 768 microgran{os de enzima 
purificada por ml •• La inmunoelectroforesis es capaz de 
detec.tar dosis de antigeno comprend-idas por encima de 
20 microgramos par ml. Tcdo ella indica que nos encon·-
tramos en condiciones de concentraci6n m~.s que sufi 
ciente para ser detectadas por m~todos inmuno16gicos. 
Tampoco creemos que sea debido a insuficiente antigen! 
cidad. La enzima a1slada por Soda tiene 9S y un peso 
molecular de 280.000, lo que indica una buena antigen~ 
cidad. 
Tampoco parece probable la posibilidad B, de 
una supresi6n en bloque de las enzimas antigenicas, 
unas 30, muy diferentes en peso molecular y muy dife -
rentes en estructura. Parece casi imposible que estu -
viesen todas reunidas en un solo locus para que se die 
se la supresi6n en bloque. 
Lo que parece m~s probable es la tercera P~. 
sibilidad, qu~ se trat~ de una reversi6n; Los datos 
que tenemos del experimento en que se afiadi6 Naranja 
de Acridina parecen indicarlo. El sustrato se afiadi6 a 
la poblaci6n que crec!a en presencia d~ Naranja de 
' . . 
Acridina cuando esta poblaci6n era de 10 6 bacterias 
por ml. Esto indica una poblaci6n con un posible alto 
l 
nGmero de mutantes. Asimismo, el experimento rnostr6 
desde el punto de vista cuantitativo, que la transfer-
. ' 
. maci6n fue menor que cuando la realizabamos en _ausen -
cia del Naranja de Acridina, lo que indica que no to-
das las bacterias produc!an la transf6rmaci6n o' que no · 
la producian con lq misma intensidad. La presencia del 
sustrato en el media de cultivo 
da, una presi6n selectiva hacia 
paz de utilizarle. 
Tambien apoya esta tercera 
conocirnientos que existen en la la 
funci6n de la transformaci6n de esteroides en la fisio 
logfa de los rnicroorganismos. Existen dos explicacio -
nes como dijirnos m~s arriba. Capek y col., 1957, revi-
saron los trabajos mediante los que se sugerfa un pos! 
ble mecanisme de destoxificaci6n, pensando que el sus-
trato ester6ide te~ra un efecto t6xic6 sabre el metabo 
lismo y no as! el producto final. La otra explicaci6n, 
cuyo trabajo principal es el realizado por Dodson y 
col., 1958, en el que explica este mecanisme par la fa 
cilidad de las bacterias de utilizar esteroides como 
fuentes de carbone. Precisamente, nuestro media de cul 
tivo, para· la transformaci6n de esteroides, es un me -
dio limitan~e en fuentes de energ!a, ya que ~6lo conte 
n1a el sustrato y 1 gramo de extracto de levadura por 
litro. 
En ambos·casos podr!amos casos podr!amos en 
contrarnos en condiciones de selecci6n de mutantes, 
bien porque en el primer caso de un mecanisme de desto 
toxificaci6n nos encontrariamas·en un caso de coindicio 
nes selectivas absolutas en que crecerian 
te la cepa que 
versi6n al gen primitive, productor de 
formante. Esta posibilidad 
par la probabilidad de que 
rias de 10 6 a 108 , existan microorganismos mutados, a 
los que se les afiadi6 un sustrato que podian transfer -
mar. 
La utilizaci6n de esteroides como fuente de 
carbona tambien seria una condici6n s.electiva aunque r~ 
-. ·"" . 
. ~ \ 
·lativa. En este caso las presiones _de la poblaci6n pue-
den actuar como mecanisme selective 'dada -ia limitaci6n 
de fuentes de energia •. ~a poblaci6n mutada ·sin capaci -· 
dad transformante tendria un tiempo de duplicaci6n mas 
pequefio que una segunda mutaci6n con capacidad de apro-
vechar el sustrato como fuente de eneig!a. Esta cond~ -
ci6n originaria el reemplazamiento de los miembros de 
la primera mutaci6n par los mutantes segundos con un rna 
yor indice de crecimiento, como ha sido demostrado por 
Ecker y Lockhart, 1961 y revisado par Braun, 1966. 
Sea cual sea el mecanisme que la transforma 
ci6n de estero.ide·s suministre al microorganismo, desi-
, 
toxificaci6n o fuente.:.de carbone, existen condiciones 
arnbientales que conducen a unas condiciones selecti -
vas de mutantes con capacidad de producir la transfo~ 
maci6n. Mas aun, si la adici6n del sustrato se reali-
za cuando la poblaci6n es abundante y el nlimero de mu 
tantes mayor, como fueron nuestras condiciones. Todo 
lo anterior parece indicar que en los experimentos con 
Naranja de Acridina nos encontramos con una reversi6n 
del gen causante de la transformaci6n y que debido a 
las presiones selectivas no afect6 m~s que a este gen 
d~terminado, diferenciandolo al resto de las proteinas 
antigenicas del microorganisrno. 
Sin embargo I esta reversi6n fue solo f'uncio-
nal, debido a que se .~~cuperaron las funciones de 
transformaci6n por mol€culas.de diferente antigenici·-
dad, de esta enzima concreta, lo que parece indicar . 
que no nos encontramos en tin caso de.· reversi6n verda de 
ra causante de la transformaci6n, sino de una rever 
·si6n a una enzima con la misma funci6n pero con dife -
·rente forma molecular. S6lo de esta.forma nos podemos 
explicar que no haya ninguna banda de comunidad antige 
. . -
nica, correspondiente a estas enzimas, .en los cul ti -
vos antes y despues de la adici6n del Naranja de Acri- ·· 
i 
dina. / --· . 
. . t .. ') [)~~' 
, . \. ~\\ 
Esto es evidente, dada la can~~~q.d· '~1 ~ i-
mas transformantes que tenemos par ,1:,· que· eti~~e 
- 'I fi. 
una transformaci6n por molecula de diferent~_~_arit~~g'en!. 
¢· 
.. ', '"' cidad en los cultivos con y sin el agente. -~~~eno Na 
ranja de Acridina. Lo cual coincide con los datos 
existentes en la literatura de la inespecificidad de 
la acci6n transformante. Parece por lo tanto bastante 
improbabli'que 1~ falta de especificidad en cuanto a 
especie corresponda tainbien a una fa-lta de especific!_ 
dad en cuanto a la forma de llovarla a cabo. En nues-
tras experiencias,la misma transformaci6n era realiza 
da por dos formas moleculares inmunol6gicamente dife-
rentes. 
~ ... 
V. CONCLUSIONES 
' ' 
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CONCLUSIONES )J .-('""'\ 'f~ 
1.- El Bacillus sphaericus ATCC ,~~ h~ ~~ l 
trado una cornposic i6n antigenic a de treinta \f~,~n-a-rit~ 
\ "I'" ~"'. 
genos inmunol6gicarnente diferentes mediante i~
lectroforesis· con inmunosueros hom6logos. 
2.- La adici6n del sustrato, Sustancia S de 
Reichstein, ha permitido determina~ que de los trein-
ta y un .componentes antigenicos totales, veinte son 
constitutivos, cinco son inducidos, y seis reprimidos 
por la acci6n del sustrato. 
3.- De forma similar se ha determinado la 
composici6n antigenica total del Arthrobacter simplex 
ATCC 6946, mostrando un total_de treinta y tres ant!-
genos inmunol6gicamente diferentes, mediante el empleo 
de inmunoelectroforesis con inmunos,ueros hom6logos. 
4.- La adici6n del sustrato; Sustancia S . cie 
Reichstein, ha permitido determiri~r qrie d~ lcis treinta· 
y tres componentes antig~nicos totales, diez y ·seis 
son constitutivos, doce son inducidos y cinco reprimi-
dos por la acci6n del sustrato. 
5.- El estudio de la comunidad antig~nica e~ 
tre estas dos especies bacterianas, que realizan la · 
' ' 
misma transformaci6n del sustrato, ha permitido cara£ 
terizar, mediante inmunoelectroforesis con inmunosue-
ros heter6logos, treinta y siete ant!genos comunes,de 
los que diez y seis son constitutivos, once son indu-
cidos y diez son reprimidos. 
El nlimero de antigenos comunes, detectados 
. . 
por sistemas heter6logos, es mayor que la composici6n · 
antigenica de cada cepa detectada p·or sueros hom6lo -
gos. 
6.- Los cultivos realizados en presencia de 
Naranja de Acridina para descartar la posibilidad. de 
·un episoma como causa de la comunidad antigenica y de 
la transformaci6n, mostraron poseer ·la misma capaci 
dad transformante, pero. distinta antigenicidad. Se 
descarta de-esta manera la ·posibilidad de la relaci6n 
de la actividad transformante con un episoma.· 
7.- Se demostr6 la misma actividad transfer 
mante del sustrato con la cepas originales del Baci -
llus sphaericus ATCC 7055 y Arthrobacter simplex ATCC 
6946 y las mutadas por la acci6n del Naranja de Acri-
dina. 
8.- El diferente comportamiento en la.anti-
genicidad de las cepas originales y las.mutadas por 
' • 
la acci6n del Naranja de Acridina, pero no en su activ! 
dad enzimatica, indica que la transformacion no s6lo es 
inespecffica de especie: sino que tambien es llevada a 
cabo por enzimas inmunol6gicamente diferentes. 
' ' 
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